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Adiponektin ako uremicky solut u dialyzovanych pacientov
(povodna praca)

Hudecova S*., Stancik M.*
*1. Interna klinika, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,

Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt
Chronicka choroba obli¢iek je celosvetovo jednym z najpalcivejsich medicinskych problémov

sucasnosti. V poslednych dvoch desatrociach sa vedecké timy z celého sveta venovali problematike
adipocytokinovej regulacie v podmienkach chronickej hemodialyzy. V tejto studii analyzujeme
adiponektin vo vztahu k chronickej dialyzacnej liecbe a jej zakladnym parametrom. Primarnym
cielom bolo overit zaradenie adiponektinu medzi uremické solity a objasnit vplyv parametrov
adekvatnosti dialyzy na jeho koncentracie. Sekundarnym ciefom bolo objasnenie vztahu
glomerulovej filtracie s hladinou adiponektinu. Tato Studia bola realizovanu na 82 pacientoch
rozdelenych na kontroly tvorené 5o nedialyzovanymi pacientami prijatymi za U¢elom realizovania
koronarografického vysetrenia a 32 dialyzovanymi pacientami v cielovej podskupine. Koncentracie
adiponektinu v cielovej podskupine boli signifikantne vyssie (7,63 + 5,59 vs. 44 + 20,9 ug/mL; t = -
15,14; p < 0,001). Regresna analyza ziskanych dat potvrdila inverznu asociaciu adiponektinémie

s hodnotou Kt/V. Regresna analyza ziskanych dat potvrdila tak inverzné asociaciu adiponektinémie

s hodnotou Kt/V, ako aj glomerulovej filtracie s adiponektinémiou.

Klucové slova: Adiponektin; Dialyza; Uremicky solut; Uremicky toxin.

Uvod
Adiponektin je proteohormon syntetizovany nielen adipocytmi tukového tkaniva, ale aj inymi
bunkami, vratane osteoblastov, buniek pecenového parenchymu, myocytov, epitelovych buniek

a v gravidite placentarnym tkanivom (1). Adiponektin je inzulinovy senzitizér a protizapalovy,
antiaterogénny adipokin, ktory interaguje s dvoma povrchovo membranovymi typmi receptorov:
AdipoR1 a AdipoR2 prostrednictvom tychto receptorov posobi cez viaceré metabolické drahy.
AdipoR1 sa vyskytuje najma v kostrovych svaloch. V hepatocytoch je pritomny hlavne receptor
AdipoR2. V obli¢kach dochadza k exprimovaniu obidvoch tychto receptorov (2). V mysacich modeloch
adiponektin preukazuje renoprotektivny efekt na oblicky a chrani ich pred rozvojom albuminurie.

Takisto sa preukazal antioxidacny Ucinok na obli¢cky prostrednictvom aktivacie




signalnych drah suvisiacich s AMPK (AMP- activated proteinkinase), ¢o zdoraznuje antiinflamacny
efekt na oblickové tkanivo (3). Tsioufis a kol. v tejto studii zistili, ze mikroalbuminuria bola spojena
s nizsimi  hladinami  adiponektinu u  nediabetickych  hypertonikov. Paradoxne sa
hyperadiponektinémia pozorovana u pacientov v chronickom dialyzatnom programe spdja so
zvySenou mortalitou tychto pacientov, pretoze odraza proteinovu malnutriciu a tiez nizsiu rezidualnu

funkciu obliciek (4).

Subor pacientov a metody
Studia je explorativna s transverzalnym dizajnom. Dovedna 82 subjektov bolo zaradenych do

cielového ramena tvoreného 32 dialyzovanymi pacientami a do kontrolného ramena tvoreného
celkovo 5o nedialyzovanymi kontrolami indikovanymi na invazivne koronarografické vysetrenie.
V skupine kontrol boli zahrnuti aj pacienti so zndmou CKD G1 — G3b, bez akutneho poskodenia
obliciek. U kazdého pacienta v cielovom ramene sa tesne pred realizaciou dialyzy odobrali vzorky krvi
v ramci pravidelnych mesacnych laboratdérnych kontrol. Z tychto vzoriek krvi boli pomocou ELISA
kitov stanovené ranné koncentracie adiponektinu pomocou ELISA kit-u DRG EIA-4574. U kazdého
pacienta v ciefovom ramene sme zistili hodnotu Kt/V pomocou automatizovaného systému merania
zalozeného na ureovej kinetike prostrednictvom systému integrovaného v dialyzachnom monitore
a vypocitali sme vysku ultrafiltracie za jeden tyzdnovy dialyzacny cyklus, na konci ktorého sme
realizovali odber krvi na stanovenie koncentracie adiponektinu. Suchi hmotnost sme u kazdého
dialyzovaného pacienta objektivizovali na principe impedancného merania telesnej kompozicie,
pri¢om meranie nebolo ani v jednom pripade starsie ako 3 mesiace.

U kazdého pacienta v kontrolnom ramene bola v derl koronarografického vySetrenia rano po
prebudeni sa odobrata vzorka krvi, z ktorej sme koncentracie adiponektinu stanovovali pomocou
identickych ELISA testov, ako v pripade cielovej podskupiny. V3etky vzorky krvi boli okamzite po
odobrati centrifugované za Ucelom separacie plazmy. Vzorky plazmy boli ndsledne hlboko zmrazené.
K rozmrazeniu vzoriek doslo bezprostredne pred ich spracovanim presnym postupom stanovenym
v manuadloch predmetnych ELISA kitov. U subjektov v kontrolnom ramene sme merali hodnotu
kreatininu a pomocou rovnice MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) sme vypocitali hodnotu
klirensu kreatininu.

Analyzy vysledkov sme realizovali s pomocou IBM SPSS Statistics v. 25.0. VSetky skumané
kontinudlne premenné sme testovali na pritomnost normalnej distribucie za pouzitia Shapiro-
Wilkovho testu a vizualnej inSpekcie kvantilovych diagramov. K problematike normalizacie sme
pristupovali v zmysle platnosti centralnej limitnej vety konzervativne, to znamena iba v pripade
nevyhnutnosti. Normalizacia premennych bola realizovand prostrednictvom transformacie

umocnenim a transformacie prirodzenym logaritmom. Pri vypocte Statistickej vyznamnosti diferencii




priemernych hodn6t meranych kontinualnych premennych t-testom sme prostrednictvom
Levenovho testu zistovali nehomogenitu variancii. V pripade narusenia predpokladu homogenity
variancii sme na kompenzaciu pri merani Statistickej vyznamnosti rozdielov priemerov pouzili
Welchovu mutéciu t - testu. V pripade porovnavania binomialnych premennych pouzity bol chi -
kvadratovy test.

Vplyv kontinudlnych a nominalnych nezavislych premennych na binomialnu zavisld premennu sme
analyzovali prostrednictvom binomialnej logistickej regresie. Predpoklad linearity sme testovali
pomocou Box-Tidwellovej procedury s naslednou Bonferroniho adjustaciou alfa Urovni. Vhodnost
modelu bola posudena pomocou Hosmerovho - Lemeshowho testu.

Suvislost medzi kontinudlnou dependentnou premennou a kontinudlnymi a binomialnymi
prediktormi sme zistovali pomocou postupného mnohopocetného linedrneho regresného
modelovania s doprednou selekciou premennych. Autokorelaciu sme detekovali Durbinovym-
Watsonovym testom. Linearitu v modeli sme overovali observaciou rozptylového diagramu
studentizovanych rezidui voci nestandardizovanym predikovanym hodnotam pre cely test ad hoc a aj
osobitne observaciou rozptylovych diagramov jednotlivych kontinudlnych premennych voci
dependentnej premennej. Podmienku homoskedastickosti sme overovali observaciou identického
rozptylového diagramu studentizovanych rezidui vodi neStandardizovanym predikovanym
hodnotam, ako v pripade overovania predpokladu linearity. V pripade porusenia podmienky
homoskedastickosti sme postupovali metddou vazenej regresie najmensich Stvorcov (weighted least
square regression ang). Kolinearitu sme testovali vypoctom faktora inflacie variancie. Neobvyklé body
sme vylucili vypoctom Cookovej vzdialenosti a pakového koeficientu. Pri konstrukcii linedrnych
regresnych modelov sme pouzili techniku doprednej eliminacie neefektivnych prediktorov. Vzhladom
na relativne maly pocet pripadov a na celkovy ciel realizacie regresnych modelov (detekcia asociacie
a jej smer a nie hladanie zastupnych parametrov predikcie dependnetnych premennych) sme vo
vysledkoch regresnych analyz neuvadzali presné hodnoty B koeficientov, ale ich 95 % konfidencné

intervaly.

Vysledky
Pomocou Welchovho t-testu sme zistili, ze hladiny adiponektinu u dialyzovanych pacientov

boli Statisticky vyznamne vyssie pri porovnanis hladinami adiponektinu v kontrolnej podskupine (7,63
+ 5,59 VS. 44 * 20,9 ug/mL; t = -15,14; p < 0,001). Deskriptivne Statisticky opis zakladnych skumanych
charakteristik cielovej akontrolnej podskupiny a p-hodnoty prislusnych Statistickych testov su

v tabulke 1.




Tabulkaz

Premenna Kontrolna skupina Cielova skupina Hladina vyznamnosti
(Studentov/Welchov  t-
test; Chikvadratovy test)
Pohlavie Muii: 13 Muii: 20 p < 0,001
Zeny: 37 Zeny:12
Diabetes mellitus Ano: 10 Ano: 15 p < 0,001
Nie: 40 Nie: 17
Vek 60,881 63,4 12,4 p =0,309
Adiponektin (ug/mL) 7,63 5,59 44,00 £ 20,90 p <0,001
eGFR (mL/minf1,73m?) 76,00 £ 18,07 - -
Kt/V - 1,475+ 0,316 -
Ultrafiltracia/tyzden (L) | - 8,31+ 4,89 -

V dalsom kroku sme pomocou binomialnej logistickej regresie overili ndlez signifikantne zvySenej
hladiny adiponektinu u dialyzovanych pacientov. Dizajnovali sme model, ktory analyzuje vplyv
adiponektinu na dependentny premennu Podskupina, ktora odrazala zaradenie pacienta bud do
cielovej, alebo do kontrolnej podskupiny. Model bol doplneny o premenné Diabetes mellitus, Vek a
Pohlavie. V ramci Box-Tidwellovej procedury sme v prvom slede skonstruovali model zahfiajuci
interak¢né atributy medzi kontinudlnymi premennymi a ich prirodzenym logaritmom. Bonferroniho
korekcia alfa Urovni aplikovana na vSetky modelové atribUty znizila hranicu Statistickej vyznamnosti
na hodnotu p < 0,0055. V naSsom subore sa nevyskytoval ani jeden odlahly pripad definovany hodnotou
Standardizovaného rezidua = 2. Vysledok Hosmerovho - Lemeshowho testu (p = 0,871) preukazal, ze
nami postaveny model je po matematickej stranke vhodne koncipovany. Model bol Statisticky
signifikantny (x2 (5) = 91,27; p < 0,001). Logisticky regresny model spravne klasifikoval 93,9

% testovanych subjektov. Pozitivna prediktivna hodnota bola 90,9 % a negativna prediktivna hodnota
dosiahla 95,9 %. Jedinym Statisticky vyznamnym kontribdtorom v modeli bola premenna

Adiponektin. SUhrnna Statistika modelu s jeho jednotlivymi kontribdtormi je v tabulke 2.




Tabulka 2
Premenné v logistickej regresii

95 % konfidencny interval pre

EXP(B)
Wald Sig. Exp(B)  Spodny Horny
Krok1® Vek ,165 ,685  ,981 ,893 1,077
Adiponektin 11,678 ,001 1,418 1,161 1,733
Diabetes mellitus (Nie) ,009 ,925 ,876 ,055 13,971
Pohlavie (Muzi) ,065 ,798 1,460 ,081 26,449

Konstanta 3,379 ,066 ,002

Za UcCelom detekcie suvislosti medzi hodnotou eGFR a adiponektinémiou sme skonstruovali
mnohopocetny linearny regresny model. Dependentnou premennou bola plazmaticka koncentracia
adiponektinu, prediktory boli vek, pohlavie, diabetes mellitus a hodnota eGFR. Durbinov-Watsonov
test nepreukazal pritomnost autokorelacie v naSom modeli (D-B = 1,921). Observaciou rozptylovych
diagramov sme potvrdili linearitu vztahu kolektivne medzi vsetkymi prediktormi a aj medzi
jednotlivymi kontinualnymi prediktormi a adiponektinémiou zvlast, avsak zistili sme porusenie
podmienky homoskedastickosti. Na zaklade nalezu heteroskedastickosti v modeli sme dalej
pokracovali metddou vaZzenej regresie najmensSich Stvorcov s doprednou eliminaciou
nesignifikantnych premennych. Vypocitané hodnoty inflacnych faktorov variancie (1,086 — 1,507)
vyludili multikolinearitu. Vysledny regresny model Statisticky vyznamne predikoval adiponektinémiu
(F(2,47) =3,858; p=0,028; Adj.R*=0,104), pricom jedinym Statisticky vyznamnym kontribdtorom bola

hodnota eGFR. SUhrnna Statistika regresného modelu je uvedena v tabulke 3.

Tabulka3
Koeficienty®®
Standard. 95 % konfidencny interval
koeficienty pre B
Model Beta t Sig. Spodny Horny
1 (Konstanta) 2,414  ,020 2,570 28,253
Vek -,064 -,403 689 -,176 ,117
eGFR 1404 -2,564 ,014 -159 -/019

a. Dependentna premenna: Adiponektin
b. Regresia nejmensich vazenych Stvorcov




Napokon sme skonstruovali linedrny regresny model zamerany na detekciu potencialneho vplyvu
premennych KtV a velkosti ultrafiltracie v rdmci tyzdiového dialyzacného cyklu (UFw) na hodnoty
adiponektinémie. Technika doprednej eliminacie umoznila identifikovat efektivny model predikcie
adiponektinémie pomocou premennych KtV a UFw, z ktorych jedine hodnota Kt/V mala Statisticky
vyznamny prinos, ako je vidno v tabulke 4. Model bol Statisticky vyznamny (F(2,29) = 5,151; p < 0,012;
Adj.R* = 0,211). Premenné Vek, Diabetes mellitus a Pohlavie boli z rovnice eliminované na zaklade

nesplnenia kritéria signifikantnosti. Vztah KtV a adiponektinémie je vizualizovany na obrazku 1.

Tabulka 4
Koeficienty®®
Standard. 95 % konfidencny interval pre B
koeficienty
Model Beta t Sig. Spodny Horny
2. krok  Konstanta 5,498 ,000 67,435 147,315
Kt/V -,512 -3,209 ,003 -70,836 -15,685
UFw =023 -1144 1887 -1,532 1,330

a. Dependentna premenna: Adiponektin
b.Vazena regresia najmensich Stvorcov
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Diskusia
Deskriptivne Statistické porovnanie medzi cielovou a kontrolnou podskupinou preukazalo

jeho Statisticky vyznamne vysSie koncentracie adiponektinu u dialyzovanych pacientov. Na
potvrdenie tohto pozorovania sme na zdklade dat zozbieranych v praktickej casti tohto projektu
skonsStruovali logisticky regresny model, ktory potvrdil asociaciu zvySenych hodnét adiponektinémie
s chronickou dialyzacnou liecbou bez ohladu na dalSie sledované faktory, vcitane veku pacienta,
pritomnost diabetes mellitus ¢i pohlavie pacienta. Analyza naSich dat preukdzala Statisticky
vyznamnu inverznU asociaciu adiponektinémie s hodnotou eGFR. Analogické vysledky boli
pozorované aj v studii KNOW-CKD (5). Hoci v nasom pripade ide o Statisticky signifikantnu asociaciu,
stupen predikcie adiponektinémie na zaklade eGFR reprezentovany hodnotou Adj. R* je velmi maly.
To mdze byt odrazat tak pritomnost nasou analyzou neadresovanych konfuznych faktorov, ako aj
jednosmernost asociacie adiponektin - eGFR. Z nasich vysledkov mozno vyvodit zaver existencie
Statisticky vyznamnej, hoci velmi slabej inverznej asociacie adiponektinémie a hodnoty Kt/V. Je
dolezité poznamenat, Ze asociacia adiponektinémie s hodnotou Kt/V nemusi byt kauzalna, ale naopak

moze skor odrazat fenomén dysregulacie visceralneho tukového tkaniva (6).

Zaver
Deskriptivne Statistické porovnanie medzi cielovou a kontrolnou podskupinou preukazalo
Statisticky vyznamne vyssie koncentracie adiponektinu u dialyzovanych pacientov. Logisticky

regresny model potvrdil asociaciu zvysenych hodnot adiponektinémie s chronickou dialyzacnou
lieCbou. Analyza nasSich dat preukazala Statisticky vyznamnu inverzny asociaciu adiponektinémie
s hodnotou eGFR, ako aj slabej inverznej asociacie adiponektinémie a hodnoty Kt/V. Nase data

potvrdzuju zaradenie adiponektinu medzi uremické solUty.
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Analyza lymfatickej mikrocirkulacie v psoriatickych léziach
Kunertova L.?*, Prochazkova J. ?, Adamicova K. 3, Vybohova D.*

*Ustavanatomie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave
*Klinika stomatoldgie a maxilofacidlnej chirurgie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
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3Ustav patologickej anatémie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,

Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt

Cielom tejto Studie bolo kvantitativne porovnanie lymfatickej mikrocirkulacie v chronickych psoriatickych léziach a v
zdravej kozi. Analyza sa sustredila na dva hlavné parametre: plochu lymfatickych kapilar resp. plochu lymfatickych
endotelovych buniek a expresiu VEGF-C. Na identifikaciu lymfatickych kapilar sme pouzili imunohistochemickd
analyzu s Monoclonal Mouse Anti-Human D2-40, expresiu VEGF-C sme detekovali pomocou Mouse Monoclonal Anti-
VEGFC antibody [197CT7.3.4]. Kvantitativna analyza bola realizovana morfometrickym softvérom QuickPhoto
Micro. Vysledky jednoznacne preukazali, ze v psoriatickych léziach dochadza k novotvorbe lymfatickych kapilar
v papilach dermis. Vo vsetkych sledovanych topografickych oblastiach bola hustota lymfatickych kapilar v
psoriatickych |éziach Statisticky vyznamne vyssia ako v zdravej kozi. Hustota lymfatickych kapilar v [éziach psoriasis
vulgaris nevykazovala signifikantnu regionalnu variabilitu na rozdiel od zdravej koZe. Expresia VEGF-C bola vyrazne
zvysena v epidermis psoriatickych lézii oproti zdravej kozi. Hoci bol narast zaznamenany aj v dermis, rozdiel oproti

zdravej kozi nebol Statisticky signifikantny.

Klbcoveé slova: psoriasis vulgaris, lymfatické cievy, podoplanin, VEGF-C

Uvod
Psoriasis vulgaris je chronické zapalové ochorenie koze, ktoré moze mat stacionarny priebeh alebo sa prejavovat

akutnymi relapsmi. Ide o multifaktoridlne ochorenie, ktorého vyskyt je vyrazne ovplyvneny genetickou
predispoziciou, ako aj roznymi vnUtornymi a vonkajsimi faktormi (Braun-Falco et al., 2001). V sucasnosti sa psoridza
povazuje za ochorenie sprostredkované T-lymfocytmi (Griffiths & Barker, 2007; Bolognia et al., 2012).
Histopatologicky obraz zavisi od Stadia vyvoja psoriatickych lézii. V pociatocnych Stadiach, ako su psoriatické makuly,
sa pozoruje perivaskularny lymfocytarny infiltrat a zvyraznené cievne Struktury v edematoznych papilach. Epidermis
vykazuje akantdzu, avSak bez parakeratozy. Pri rozvoji psoriatickych papul sa uz objavuje epidermalna hyperplazia s
parakeratozou, neutrofilnd infiltracia a tvorba Munrovych mikroabscesov (Péc et al., 2006; Murphy et al., 2007;
Bolognia et al., 2012).

Zrelé psoriatické plaky su charakteristické vyraznou epidermalnou hyperplaziou, nahromadenim zapalovych buniek
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a kapildrnymi zmenami v povrchovom cievhom plexe. Epidermalna hyperplazia sa prejavuje parakeratdzou,
spongidzou, hypogranuldézou a akantdzou. V bazalnej vrstve epidermis sa ¢asto vyskytuje bazaloidna hyperplazia.
Zapalové bunky, najma polymorfonuklearne neutrofily, T-lymfocyty, histiocyty a mastocyty, sa hromadia
perivaskularne v dermis a mozu prenikat aj do epidermis. Dermalne papily sU prediZené a obsahuju rozéirené, klukaté
kapilary. V oblastiach s vyrazne predizenymi papilami je epidermis stenena a krehka, pricom jej poskodenie méze
viest k drobnému krvacaniu v désledku poranenia ciev v blizkosti dermoepidermalnej junkcie (Braun-Falco et al.,
2001; Creamer et al., 2002; PécC et al., 2006; Murphy et al., 2007).

Zmeny v mikrocirkulacii krvi sU pritomné uz v ranych fazach vyvoja psoriatickych |ézii (Creamer et al., 2002) a
vyskytuju sa vylucne v cievach subpapilarneho plexu (Creamer, 1997). Hoci kapildarne zmeny samy osebe nie su
primarnou pricinou vzniku lézii, vyznamne prispievaju k udrziavaniu chronického zapalu (Hern et al., 2001).
Informacie o Ulohe lymfatickej mikrocirkuldcie pri psoridze su zatial obmedzené. Predpoklada sa vsak, ze podobne
ako pri experimentalnom zapale moze byt lymfangiogenéza sucastou zapalového procesu aj pri tomto ochoreni.
Cielom tejto Studie je kvantitativne porovnat lymfatick0 mikrocirkulaciu v chronickych psoriatickych léziach so
zdravou kozou. Analyza sa zameriava na dva parametre: plochu lymfatickych kapilar resp. lymfatickych endotelovych

buniek a na expresiu VEGF-C v epidermis et dermis.

Material a metody

Vyskumny subor pozostaval z archivovanych vzoriek koZe ziskanych z Ustavu patologickej anatémie JLF UK v
Martine. Vzorky pochddzali z chronickych psoriatickych |ézii odobratych z oblasti chrbta, hrudnika, brucha a tvare.
Kontrolnu skupinu tvorili vzorky zdravej koze, odobraté z rovnakych anatomickych lokalit ako patologické vzorky,

pricom pochadzali z kadaverov uréenych na anatomicku pitvu.

Imunohistochemicka analyza

Na identifikaciu lymfatickych kapilar (obrazok 1) bola pouzita protilatka Monoclonal Mouse Anti-Human D2-40
(Clone D2-40, Dako, Denmark A/S), ktora sa viaze na podoplanin — transmembranovy sialoglykoprotein povazovany
za spolahlivy marker lymfatickych endotelidalnych buniek aj v koZzi. Expresia VEGF-C (obrazok 2) bola analyzovana
pomocou protilatky Mouse Monoclonal Anti-VEGFC antibody [197CT7.3.4] (Abcam, ab1g91274, United Kingdom).
VEGF-C hra klucovu Ulohu pri vyvoji venozneho a lymfatického systému pocas embryogenézy, ako aj pri udrziavania
diferencidcii lymfatickych endotelovych buniek v postnatalnom obdobi (Abcam, 2018).

Imunohistochemicka analyza bola vykonana pomocou automatizovaného farbiaceho systému Autostainer Link 48
(Dako). Ako detekény systém bol pouzity Dako EnVision Flex, High pH, pricom chromogénmi boli diaminobenzidin
(DAB) a magenta. Kontrastné dofarbenie bolo realizované hematoxylinom (EnVision FLEX Hematoxyin, Dako).
Morfometrické vyhodnocovanie

Kvantitativna analyza bola uskuto¢nend pomocou morfometrického softvéru QuickPhoto Micro (Promicra, Ceska

republika). Digitalne obrazy boli analyzované na zaklade nasledovnych parametrov:
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Percentualna plocha lymfatickych endotelovych buniek — podiel podoplanin-pozitivnej plochy vzhladom na celkovy
plochu obrazu alebo Standardizovanu plochu dermis.
Percentudlna VEGF-C pozitivna plocha — podiel VEGF-C pozitivnej oblasti vzhladom na celkovu plochu obrazu alebo

Standardizovanu plochu dermis.

100 pm
—

Obrazok 1 Detekcia lymfatickych kapilar v 1ézii psoriasis vulgaris. Imunohistochemické farbenie s Monoclonal Mouse

Anti-Human D2-40 (Clone D2-40, Dako, Denmark A/S).
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Obrazok 2 Expresia VEGF-C v |ézii psoriasis vulgaris. Imunohistochemické farbenie s Mouse Monoclonal Anti-VEGFC

antibody [197CT7.3.4] (Abcam, ab191274, United Kingdom).

Vysledky

Vysledky naSej predchadzajucej studie potvrdili regiondlne rozdiely v hustote lymfatickych kapilar, preto sme aj
hustotu v psoriatickych léziach Studovali podla régii (topografickych oblasti). Na zaklade morfometrickej analyzy sme
kvantifikovali hustotu lymfatickych kapilar prostrednictvom podoplanin-pozitivnej plochy, ktora predstavuje plochu
lymfatickych endotelialnych buniek (tab. 1). Vysledky ukazali, Ze vo vietkych skimanych anatomickych oblastiach
bola percentualna plocha lymfatickych endotélii v psoriatickych lézidch signifikantne vyssia v porovnani so zdravou
kozou. Na rozdiel od zdravej koze, hustota lymfatickych kapilar vlézidch psoriasis vulgaris nevykazovala
signifikantnu regionalnu variabilitu (Kruskal-Wallis test p=0,140).

Statisticka analyza potvrdila, Ze expresia VEGF-C je signifikantne vy33ia v epidermis psoriatickych |ézii oproti
zdravej kozi. Hoci bol ndrast zaznamenany aj v dermis, rozdiel oproti zdravej kozi nebol Statisticky vyznamny (vid

tabulka 2 a 3).
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Tabulka 1. Porovnanie podoplanin pozitivnej plochy v léziach psoriasis vulgaris a v zdravej koZzi.

AntiD2-40 % - podoplanin pozitivna plocha =
% - plocha lymfatickych endotélii
p -value
topograficka oblast lézie psoriasis vulgaris zdrava koza Mann Whitney test
(n=14) (n=45)
regiones dorsi 2,304 + 0,546 0,485 + 0,172 0,001
regiones thoracis 1,935+ 0,313 0,578 + 0,285 0,002
regiones faciei 2,117 + 0,653 0,552 + 0,346 0,011
regiones abdominis 3,858 £ 1,160 0,842 + 0,179 0,005

Tabulka 2. Porovnanie expresie VEGF-C v epidermis v |ézidch psoriasis vulgaris a vzdravej kozi.

Anti D2-40 % -VEGF- C pozitivna plocha v epidermis p -value
topograficka oblast lézie psoriasis vulgaris zdrava koza Mann Whitney test
(n=14) (n=45)
regiones dorsi 12,340 * 4,231 5,395 + 3,059 0,020
regiones thoracis 12,154 + 0,497 5,279 = 2,874 0,004
regiones faciei 7,310 *+ 1,394 5,618 + 1,843 0,0136
regiones abdominis 7,194 * 0,467 4,566 £1,519 0,011

Tabulka 3. Porovnanie expresie VEGF-C v epidermis v |éziach psoriasis vulgaris a vzdravej kozi.

Anti D2-40 % -VEGF- C pozitivna plocha v dermis p - value
topograficka oblast lézie psoriasis vulgaris zdrava koza Mann Whitney test
(n=14) (n=45)
regiones dorsi 5,940 + 0,863 4,111 + 1,540 0,058
regiones thoracis 5,403 + 3,229 3,563 + 2,375 0,188
regiones faciei 3,832 + 0,102 3,138 £ 0,989 0,536
regiones abdominis 3,832 + 0,255 2,925 + 1,409 0,440

Diskusia

Najnovsie Studie preukazali, ze angiogenéza a lymfangiogenéza, sU Uzko spojené nielen s patogenézou koznych
nadorov, ale aj s chronickymi zapalovymi ochoreniami koze (Detmar, 2000; Velasco et al., 2002).

V suvislosti s lymfatickou mikrocirkulaciou pri psoridze je zatial dostupnych len malo Studii. Nasa praca jednoznacne
preukazala novotvorbu lymfatickych kapilar v dermis psoriatickych lézii, pricom vo vsetkych sledovanych
topografickych oblastiach bola hustota lymfatickych kapilar signifikantne vyssia ako v zdravej kozi. Podobné zistenia
publikovali aj Henno et al. (2009), ktori vo svojej kvantitativnej imunohistochemickej analyze hodnotili krvnu
mikrocirkuldciu (pomocou von Willebrandovho faktora) a lymfatickd mikrocirkulaciu (pomocou anti-D2-40). Aj ich
vysledky potvrdili vyrazny narast krvného aj lymfatického rieciska v psoriatickych léziach.

Najvyznamnejsim stimulom pre lymfangiogenézu su cytokiny uvolfiované pri zapalovych procesoch, ktoré nasledne
indukuju expresiu VEGF-C a VEGF-D (Detmar, 2000; Nagy et al., 2002; Ferrara, 2004). Klicovym faktorom

lymfangiogenézy v kozi je VEGF-C, ktory je produkovany keratinocytmi v epidermis ale aj transformovanymi
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makrofagmi v dermis (Schoppmann et al., 2002; Huggenberger, 2010).

Studie na experimentalnych modeloch ukézali, Ze lymfangiogenéza méZe bytindukovana aj pomocou VEGF-A, aviak
kapilary vytvorené tymto mechanizmom maju abnormalnu morfoldgiu a poruchy funkcie (Nagy et al., 2002).
Stimulacia lymfangiogenézy prostrednictvom VEGF-C vSak naproti tomu signifikantne inhibuje zapalovy proces v
kozi (Huggenberger et al., 2010). Nase vysledky potvrdili signifikantne zvysenu expresiu VEGF-C v epidermis
psoriatickych 1ézii, pricom v dermis bol narast tiez zaznamenany, avsak rozdiel oproti zdravej kozi nebol Statisticky
vyznamny.

Délezité zistenia priniesla aj Studia Skobe et al. (1999), ktora dokazala, Ze v ludskych dermalnych endotelovych
bunkach in vitro VEGF-A indukuje expresiu VEGF-C. Toto zistenie poukazuje na molekularne prepojenie angiogenézy
a lymfangiogenézy, co vysvetluje, preco lymfangiogenéza nasleduje angiogenézu, napriklad pri hojeni ran alebo pri
chronickom zapale v psoriatickych léziach (Skobe & Detmar, 2000; Henno et al., 2010).

Hoci Studie potvrdzuju vztah medzi zapalom, angiogenézou/lymfangiogenézou a epidermalnou hyperplaziou,
detailné patofyziologické a molekularne mechanizmy tychto procesov nie su ete Uplne objasnené a vyzaduju dalSie
dokladné studium. Pochopenie vzajomného vztahu tychto mechanizmov by mohlo byt klucové pre vyvoj novych
terapeutickych stratégii. Inhibicia angiogenézy alebo naopak aktivacia lymfangiogenézy by mohla predstavovat
slubny pristup, ktory by viedol k modulacii zapalovych reakcii a zlepseniu klinickych vysledkov u pacientov trpiacich
chronickymi zapalovymi ochoreniami koze, ako je napriklad aj psoridaza. Tento pristup by mohol poskytnut nové
moznosti pre cielenu terapiu, ktora by nielen zmiernila zapalové symptémy, ale aj zlepsila celkovu regeneraciu

tkaniva.
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Abstrakt
Andexanet alfa je prvy a jediny Specificky liek na reverziu U¢inku inhibitorov faktora Xa (FXai), ktory

bol navrhnuty tak, aby slUzil ako vazobny ciel pre inhibitory FXa ako klamny protein. Sekvestruje
inhibitory FXa z vdazby na endogénny FXa, ¢im zvrati antikoagulacny Ucinok inhibitorov FXa. Od roku
2024 je dostupny v SR pre pacientov so zivot ohrozujucim alebo nekontrolovanym krvacanim pocas
liecby inhibitorom FXa (apixaban, rivaroxaban alebo edoxaban tosilat hydrat). Bezpecnost a reverzny
Uc¢inok andexanetu alfa na antikoagulacnu aktivitu sprostredkovanu inhibitorom FXa u zdravych
dospelych sa potvrdili viacerymi klinickymi studiami. Autori predkladaju kazuistiku prvého znameho
Uspesného podania andexanetu alfa v pripade gynekologického krvacania ohrozujiceho zivot u 5o
ro¢nej polymorbidnej pacientky v Slovenskej republike.

Klucové slova: krvacanie, Andexanet alfa, rivaroxaban, inhibitory FXa

Uvod

Pocet pripadov krvacania neustale rastie s tym, ako narasta uzivanie inhibitorov faktora Xa
(FXa).V USAVvroku 2019 bolo hospitalizovanych priblizne 520 pacientov denne s krvacanim suvisiacim

s inhibitorom faktora Xa (FXa) (IBM Watson Health, 2019). Po hospitalizacii v désledku krvacania
suvisiaceho s inhibitorom faktora Xa (FXa) zomrelo priblizne go pacientov denne (Piccini et al., 2014,
Held et al., 2015).

Andexanet alfa je prvy a jediny Specificky liek na reverziu Ucinku inhibitorov faktora Xa (FXai). Ide o
rekombinantnu formu ludského proteinu FXa, ktora bola modifikovana tak, ze jej chyba enzymaticka
aktivita Fxa. Serin aktivnych miest bol nahradeny alaninom, ¢o sp&sobuje, ze molekula nie je schopna
Stiepit a aktivovat protrombin, pricom doména kyseliny gama-karboxyglutdamovej (Gla) bola
odstranena, aby sa eliminovala schopnost proteinu zIUcit sa do protrombinazového komplexu, ¢im sa

odstrania akékolvek prokoagulacné Gcinky (Milling et al., 2023).
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Liek je indikovany pre dospelych pacientov lie¢enych priamym inhibitorom faktora Xa (FXa) (apixaban
alebo rivaroxaban) v pripade, ak je potrebné zvratenie antikoagulacného Ucinku z dévodu Zzivot
ohrozujuceho alebo nekontrolovaného krvacania. Medzi kontraindikacie patri precitlivenost na liecivo
alebo na ktorukolvek z dalSich zloziek. Zndma je alergicka reakcia na Skrecie proteiny (SPC lieku
Ondexxya, 12/2023).

Davkovacie rezimy — zavisia od typu inhibitora FXa, jeho poslednej davky a c¢asu od poslednej
davky

Inhibitor FXa* Poslednadavka Cas od poslednej davky
<8hod  =8hod

Apixaban 2 5mg Nizka Nizka
<5mg Vysoka Nizka
Rivaroxaban <i1o0mg Nizka Nizka
>10mg Vysoka Nizka

Ak nie je znama hmotnost poslednej davky antikoagulancia alebo ¢asovy interval medzi poslednou
davkou a epizddou krvacania, odporucanie tykajuce sa davkovania nie je k dispozicii. Klinické
rozhodnutie o zacati liecby ma byt podporené stanovenim vychodiskovej hodnoty anti-FXa (ak je tato
hodnota dostupna v akceptovatelnom ¢asovom ramci) (SPC lieku Ondexxya, 12/2023).

Andexanet alfa je od roku 2024 dostupny v SR a jeho pouzitie je podlozené randomizovanymi
klinickymi Studiami a viacerymi Studiami z redlnej klinickej praxe (Siegal et al., 2015, Connolly, 2023,
Fermann et al., 2023, Sutton et al,, 2023). Maximalne zvratenie aktivity anti-FXa sa dosiahlo
v priebehu dvoch minut po ukonceni podavania bolusu (Siegal et al., 2015). Poskytuje sa pri Ustavnej
starostlivosti (hospitalizacii) a je plne hradeny zo zdravotného poistenia.

Co sa tyka pri¢in krvacania v gynekoldgii a pérodnictve, rozdelujeme ich na organické a funkéné.
Medzi organické patria napriklad myomy, polypy, hyperplazia endometria, malignita krcka maternice
alebo endometria, infekcie (endometritida), dalej adenomydza, gravidita (abortusin cursu, ektopicka
gravidity) a poruchy zrazanlivosti krvi. Medzi funkéné priciny (dysfunkéné krvacanie) zaradujeme
abnormalne krvacanie z anatomicky normalnej maternice, najcastejSie ide o krvacanie z

hyperproliferatného endometria (Zikan, Dubovg, 2022).
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Kazuistika
Polymorbidna 5o ro¢na pacientka bola prijatd na Gynekologicko-p6rodnicku kliniku JLF UK a

UNM z d6vodu dvojtyzdriového krvacania, pricom intenzita bola 4-5 prekrvacanych plienok denne.
Subjektivne sa citila slab3, no nekolabovala. Bolesti hlavy, podbrusia, nauzeu, hucanie v uSiach
negovala, s mocenim aso stolicou tazkosti neuddvala. Laboratérne parametre pri prijme boli
v norme, pricom hodnota hemoglobinu bola 116 g/l (hematokrit 0,34) a ostatné laboratérne vysledky
boli bez posunu vratane zakladnych hemokoagulacnych parametrov. V osobnej anamnéze pacientka
uvadzala ochorenia ako ischemicka choroba srdca, arterialna hypertenzia, stav po prekonani
bilateralnej embdlie do arteria pulmonalis so strednym rizikom v roku 2019, stav po tromboflebitide v
povodi vena saphena magna v oblasti predkolenia a distalnej polovici stehna lavej dolnej koncatiny
po vysadeni Warfarinu v roku 2020. Okrem vyssie spominaného mala pacientka v anamnéze
uvedeny hyperkoagulacny stav (sekundarne vysoka koncentracia FVII, mutacia génu MTHFR C677T —
heterozygotna forma, mutacia génu MTHFR A 1298 C —homozygotna forma), reumatoidnu artritidu,
mentalnu retardaciu a zaroven islo o pacientku s exogénnou obezitou. Co sa tykalo operacii, v roku
2002 podstupila cisarsky rez, v r.2o05 laparoskopiu pre endometriom ovaria, v aprili 2024
frakcionovanu kyretaz a v juni 2024 termoablaciu endometria (snaha o definitivne rieSenie krvacania
z maternice). Po dohovore s pacientkou jej bolo navrhnuté definitivne rieSenie pri potrebe dlhodobej
antikoagulancnej liecby: totalna laparoskopicka hysterektémia s bilateralnou adnexektomiou. Po
prijati pacientky bolo realizované hematologické konziliarne vysetrenie, pricom operacny vykon (s
vysokym rizikom krvacania) bolo mozné realizovat na 3.deri od vysadenia rivaroxabanu a do vykonu
jej bola odporucana aplikacia nizkomolekulovych heparinov (LMWH). Neodkladnou sucastou vykonu
je dosledna hemostaza, kontrola krvacavych prejavov a prevencia recidivy vendzneho
tromboembolizmu (VTE). PrvU davku LMWH po operacii je mozné podat najskor o 6-8 hodin podla
miery krvacania. V ramci sekundarnej profylaxie VTE je potrebné pokracovat v davkovani LMWH.
Rivaroxaban je vhodné vratit do liecby najskor 3. dei po operacii.

Pacientke bol vykonany operacny vykon - Hysterectomia totalis cum adnexectomia bilateralis per
laparoscopia, pricom pooperacny priebeh bol bez komplikacii. Na 2.den bol konzultovany hematolog
po kontrole antiXa faktora (A-Xa-LMWH: o,54). Pacientka bola demitovana na 3.den po operacii bez
subjektivnych tazkosti s odporucanim aplikacie LMWH do 7 dni od operacie, nasledne prechod na
chronicky antikoagulacnu liecbu rivaroxabanom. Na 8.dert od operacie bola pacientka privezena
ambulanciou rychlej zdravotnej pomoci pre zakrvacanie z rodidiel a s udajom krvavého mocu. V dany
den rano jej bola do liecby vratend chronicka terapia rivaroxabanom. Subjektivne udavala bolesti v
oblasti krizov obojstranne a v podbrusi. Pri gynekologickom vysetreni v spekulach bola v posve
pritomna Cerstva krv v mnozstve cca 100-150 ml a po dezinfekcii a toalete posvy bolo vizualizované

krvacanie z vrcholu poSvového pahyla (najskor pomedzi stehy), pricom aspexiou a
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palpacne nebola najdend jednoznacna dehiscencia sutUry pahyla po hysterektdmii. Pri
transvaginalnom ultrazvukovom vySetreni bola oblast malej panvy bez pritomnosti volhej tekutiny.
Do posvy jej bolo nalozené lokalne hemostatikum a posvova tamponada ako forma mechanickej
hemostazy. Nasledne bola pacientke vykonana kontrola krvacania, avsak hemostatikum i
tamponada posvy boli pretecené Cerstvou krvou pocas cca 5 minut. Po extrakcii bolo viditelné
intenzivne krvacanie z posvového pahyla medzi stehmi. Vzhladom na pretrvavajuce krvacanie z
posvového pahyla sme konzultovali Kliniku anestézioldgie a intenzivnej mediciny JLF UK a UNM.
Pacientke bolo odporicané podanie antiddta rivaroxabanu — andexenet alfa po urceni davkovania
hematoldgom. Pri prijati boli realizované krvné odbery s posunom laboratérnych parametrov -
hemoglobin: 104 g/, hematokrit: 0,31. Pacientka sa subjektivne citila slaba a unavena. Pacientke bolo
odporucané chirurgické oSetrenie zdroja krvacania v oblasti poSvového pahyla z vitalnej indikacie. V
Uvode do celkovej anestézii bol pacientke podany antagonista rivaroxabanu - andexanet alfa i.v. v
davke 400 mg bolus a nasledne 600 mg v kontinualnej infUzii na 120 min. rychlostou 30 ml / hod.
Krvacanie bolo zastavené do 2 minut od jeho podania! Pacientka bola pocas opera¢ného vykonu
tlakovo a pulzovo stabilizovana, podobne aj saturacia krvi kyslikom bola v norme. Podali sme 1
erstvl mrazenu plazmu (CMP), 1 transfuznu jednotku erytrocytarneho koncentratu a infuznu terapiu.
Peroperacne bol posvovy pahyl bez dehiscencie a bolo vizualizované difuzne presakovanie Cerstvou
krvou z okrajov sutUry bez jednoznacného arteridlneho zdroja. Vykonali sme hemostaticky suturu
apexu posvy, aplikovali sme lokalne hemostatikum a poSvovu tamponadu. Odhadovana krvna strata
od prijmu pacientky po ukonceny operacny vykon bola cca soo ml. Nasledne bola pacientka privezena
z operacnej saly pri vedomi, podali sme CMP (266ml) + erytrocytarny koncentrat (227ml). Vitalne
funkcie mala v norme: TK 139/72mmHg, P: 8g/min., TT: 36,0°C, SpO2 95%, diuréza: 1.100 ml cireho
mocu. Nasledne jej bola podana LMWH profylaxia podla hodnot antitrombinu Ill a A-Xa-LMWH. Na
4.den po revizii a suture posvového pahyla (13. den po hysterektomii) bola pacientka demitovana do
ambulantnej starostlivosti bez subjektivnych tazkosti s odporucenim pokracovat v terapii LMWH po

dobu 1 mesiaca a nasledne prechod na chronicku antikoagulaénu terapiu rivaroxabanom.

Zaver
Andexanet alfa je modifikovany rekombinantny ludsky faktor Xa (FXa), ktory bol
navrhnuty tak, aby slUzil ako vazobny ciel pre inhibitory FXa ako klamny protein. Sekvestruje

inhibitory FXa z vdazby na endogénny FXa, ¢im zvrati antikoagulacny ucinok inhibitorov FXa. Od roku
2024 je dostupny v SR pre pacientov so zivot ohrozujucim alebo nekontrolovanym krvacanim pocas
liecby inhibitorom FXa (apixaban, rivaroxaban alebo edoxaban tosilat hydrat). Bezpecnost a reverzny

ucinok andexanetu alfa na antikoagula¢nu aktivitu sprostredkovanu inhibitorom FXa u
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zdravych dospelych sa potvrdili viacerymi klinickymi Studiami (Yajima et al.,2023). Andexanet alfa je
schvalenym reverznym cinidlom pre inhibitory FXa v SR a oCakava sa, ze prispeje k zlepSeniu progndzy
u pacientov so smrtelnym a/alebo nekontrolovanym krvacanim v€asnym zvratenim antikoagulacného
UcCinku inhibitorov FXa. Prezentovana kazuistika predstavuje prvy znamy pripad Uspesného podania

andexanetu alfa upacientky skrvacanim ohrozujicim Zivot v gynekoldgiiv Slovenskejrepublike.
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Abstrakt

Epidemioldgia zalozend na analyze odpadovych vod (WBE) predstavuje perspektivnu metodu na
vC€asnu detekciu a priebezné monitorovanie réznych patogénov. Tato epidemiologicka stratégia v
poslednom obdobi zaznamenala vyrazny vyskumny zaujem. Pocas pandémie SARS-CoV-2 bol WBE
zhodnoteny ako dopinkovy nastroj sledovania na mapovanie Sirenia virusu v populacii. Napriek tomu,
Ze tato metoda ma velky potencidl na monitorovanie patogénov na lokalnej aj narodnej urovni,
existuju urcité obmedzenia, najma pritomnosti vysokych koncentracii inhibitorov, ktoré kontaminuju
extrahované nukleové kyseliny z odpadovych véd, ¢o méze viest k faloSne negativnym vysledkom.
Tato Studia sa zameriava na detekciu RNA a DNA virusov, konkrétne SARS-CoV-2 a adenovirusu, v
odpadovych vodach prostrednictvom ddPCR. Optimalizovali sme testy na detekciu RNA a DNA
virusov pritomnych v odpadovych vodach. Vysledky nasej preliminarnej studie poukazuju nato, Ze
WBE predstavuje slubny pristup k monitorovaniu patogénov, ako su SARS-CoV-2 a adenovirus, avsak
na zvysenie presnosti detekcie je potrebné riesit problémy, ako su kontaminanty v odpadovych
vodach.

Kldcové slova: virusy, ddPCR, epidemioldgia, odpadové vody
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Uvod

Vyskyt viralnych ohnisk, lokalnych ako aj dalSich globalnych pandémii je v si¢asnosti narocné
predvidat. Pandémie spdsobené virusmi maju vyrazny dopad na spolocnost po celom svete, ¢o bolo
mozne sledovat pocas poslednej globalne pandémie sposobenej virusom SARS-CoV-2 (Rashid et al.,
2023). Klasickd epidemioldgia a jej systémy manazmentu sU zalozené na diagnostike vzoriek,
ziskanych od pacientov s klinickymi symptédmami, avSak tento pristup nie je optimalny na odhalenie
virusovych epidémii, ktoré su v pociato¢nom stadiu. Je to spOsobené tym, ze nie je mozne
diagnostikovat vSetky infikované osoby a to najma kvéli ¢asovému oneskoreniu medzi infekciou,
klinickymi priznakmi a samotnou diagnézou. Takéto infikované, ale nediagnostikované osoby
nasledne Siria virus v populacii, ¢o predstavuje hlavnu pricinu vzniku epidémii este pred tym, nez su
zachytené zdravotnymi pracovnikmi. To bol aj hlavny doévod, preco klinické testovanie
nezaznamenalo epidémiu SARS-CoV-2 v pociatocnej faze a umoznilo jej rozvinutie do globalnej
pandémie (Burrell et al., 2017).
Komunalne odpadové vody predstavuju doélezity rezervoar biologického materialu, ktory odraza
komplexné zdravotné informacie o celej komunite, je neocenitelny zdroj informacii o stave verejného
zdravia. Nefiltrovana odpadova voda je univerzalnou vzorkou, pretoze pozostava z mestskej,
priemyselnej odpadovej vody ako aj z dazdovej vody. Tato voda obsahuje fudské sekréty ako je moc,
stolica, zvratky a samozrejme aj vodu pouzivany na umyvanie a dentalnu hygienu. Tato voda teda
predstavuje vyznamny zdroj réznych biomarkerov, ktoré je mozné vyuzit pri monitorovani verejného
zdravia. Tento pristup je znamy ako epidemioldgia zalozena na monitorovani odpadovych vod (WBE),
ktorého cielom je urcit expoziciu patogénom na Urovni celej populdcie (Bowes et al., 2024). Odpadova
voda vSak okrem biologickych entit obsahuje aj velké mnozstvo inhibitorov, ktoré interferuju
s diagnostickymi pristupmi zaloZzenych na PCR reakcii. Koncentracia a diverzita tychto inhibitorov je
ovplyvnena viacerymifaktormi, medzi ktoré patria velkost populacie, pritomnost okolitého priemyslu
a polnohospodarstva ako aj impakt klimy. Tieto aspekty teda mozu predstavovat pricinu,
ovplyvnujuca kvalitu Udajov produkovanych WBE a potencionalne viest k chybnym epidemiologickym
zaverom (Burrell et al., 2017)
Digitalna PCR (ddPCR) je nova generacia klasickej PCR, ktora umoznuje absolUtnu kvantifikaciu
cielovych nukleovych kyselin (Lucansky et al., 2023). Princip tejto metddy spociva v jej schopnosti
rozdelenia vzoriek do malych bioreaktorov (tzv. dropletov), v ktorych prebiehaju samostatné PCR
reakcie (Scott et al., 2023). Technoldgia ddPCR vykazuje zvysenu toleranciu voci inhibujucim latkam
v dosledku distribucie a separacie jednotlivych mikro-reakcii, ¢o zmierfiuje vplyv inhibitorov na PCR

amplifikaciu (Kojabad et al., 2021). To vo vysledku zachovava rozpoznatelny pozitivny signal aj
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v pritomnosti miernej inhibicie, ktora moze byt pritomna v droplete. Vzhladom na jej robustnost
a Specificitu, predstavuje tato metdda optimalny pristup na detekciu viralnych partikdl v odpadovych
vodach a tym optimalizovat monitorovanie epidemiologickej situacii na lokalnej ako aj narodne;j
Urovni. V nasej preliminarnej studii sme sa zamerali na optimalizaciu metodiky ddPCR na identifikaciu
adenovirusov a virusu SARS-CoV-2 v odpadovych vodach. Tieto virusy predstavuju zastupcov DNA a

RNA virusov, ktoré su zodpovedné za rozvoj ochoreni dychacieho a traviaceho traktu.

Material a metddy

Izolacia virusovej RNA

Na extrakciu RNA zo vzoriek odpadovej vody bol pouzity komercne dostupny Zymo Environ (Zymo)
kit, ktory umoznuje zakoncentrovanie virusov, homogenizaciu vzorky a purifikaciu RNA v ramci
jedného protokolu. Na extrakciu sme pouzili 5 ml odpadovej vody. Do skimavky sme nasledne pridali

70 pl Water Concentrating Buffer. DalSie kroky boli vykonané v silade s odporuéanim vyrobcu.

Izolacia virusovej DNA

Na extrakciu DNA zo vzoriek odpadovej vody bol pouzity modifikovany Zymo Environ kit (Zymo),
ktory umozriuje zakoncentrovanie virusov, homogenizaciu vzorky a purifikdciu RNA a DNA v ramci
jedného protokolu. Na extrakciu sme pouzili 1 ml odpadovej vody. Do skimavky sme nasledne pridali
70 pl Water Concentrating Buffer. DalSie kroky spo¢ivali v pridani DNA/RNA Shield™ a DNA/RNA
Buffer (Zymo) a boli vykonané po odbornej konzultacii a v sulade s odpordcanim vyrobcu.

ddPCR analyza

Detekcia SARS-CoV-2 RNA

Digitalna dropletova PCR s reverznou transkripciou (RT-ddPCR) sa uskutocnila v reakénom objeme 20
pl, ktory pozostaval zo 17 pl mastermixu a 3 pl vzorky. Mastermix obsahoval 5 pl supermixu, 2 ul
reverznej transkriptazy (RT) a 1 pl 300 mM roztoku ditiotreitolu (DTT), vSetko zahrnuté v One-Step
RT-ddPCR Advanced Kit for Probes (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia , USA), priméry a
sondy (tab.1) (Generi Biotech, Hradec Krélové, Ceska republika) v koneénej koncentracii 5oo resp. 250
nM. Droplety boli generované automatickym generatorom kvapiek (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, USA) podla pokynov vyrobcu. PCR sa uskutocnila s pouzitim termocykléra T100 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA) s nasledujucimi podmienkami cyklovania: aktivacia enzymu
pri 95 °C pocas 10 minut, po ktorej nasledovalo 4o cyklov denaturacia pri 94 °C pocas 30 s, po ktorej
nasleduje aneldcia/predizovanie pri 54 °C pocas 1 minuUty a stabilizacia kvapiek pri 98 °C pocas 10
minut. Vzorky sa potom analyzovali pomocou QX200 Droplet Reader (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, Kalifornia, USA).
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Tabulka 1. Primery a sekvencie na detekciu SARS-CoV-2 (gény Rdrp, E) a GAPDH ako kontroly
priebehu PCR reakcie.

Nazov Sekvencia (5" —3")

Rdrp Forward GTGAAATGGTCATGTGTGGCG

Rdrp Reverse AATGTTAAAAACACTATTAGCATAAGCA
E Forward ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
E Reverse ATATTGCAGCAGTACGCACA

GAPDH Forward AGTCAGCCGCATCTTCTTTT

GAPDH Reverse CCCAATACGACCAAATCCGT

Nazov Sekvencia

Rdrp (HEX-IBFQ) CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC
E (FAM-IBFQ) ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG
GAPDH (HEX-IBFQ) GCGTCGCCAGCCGAGCCACA

Tabulka 2. Primery a sekvencie na detekciu Adenovirusov a mtDNA ako kontroly priebehu PCR

Nazov Sekvencia (5" —3")

Adeno Forward GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT

Adeno Reverse GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
mtDNA Forward TCACTCCTTGGCGCCT

mtDNA Reverse CGGTTGAGGCGTCTGG

Nazov Sekvencia

Adeno (HEX-IBFQ) TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA
mtDNA (FAM-BHQza) CAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCA

Detekcia Adenoviralnej DNA

RT-ddPCR sa uskutocnila v reakénom objeme 20 pl, ktory pozostaval zo 10 pl mastermixu a 120 pl
vzorky. Mastermix obsahoval 5 pl supermixu, 2 pl reverznej transkriptazy (RT) a 1 pl 300 mM roztoku
ditiotreitolu (DTT), vsetko zahrnuté v One-Step RT-ddPCR Advanced Kit for Probes (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornia , USA), priméry a sondy (tab.2) (Generi Biotech, Hradec Kralové,

Ceska republika) v kone¢nej koncentracii 500 resp. 250 nM. Droplety boli generované automatickym
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generatorom kvapiek (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA) podla pokynov vyrobcu. PCR
sa uskutocnila s pouzitim cykléra Tioo (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA) s
nasledujucimi podmienkami cyklovania: aktivacia enzymu pri 95 °C pocas 10 minut, po ktorej
nasledovalo 40 cyklov denaturacia pri 94 °C pocas 30 s, po ktorej nasleduje aneldcia/predlzovanie pri
55 °C pocas 1 minuUty a stabilizacia kvapiek pri 98 °C pocas 10 minut. Vzorky sa potom analyzovali

pomocou QX200 Droplet Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA).

Vysledky

Analyza pritomnosti SARS-CoV-2 v odpadovej vode
S vyuzitim komeréne dostupného kitu na izolaciu virusovej RNA z odpadovych vod a naslednou
analyzou sme detegovali pritomnost virusovej RNA pre gény Rdrp (obr. 1A, modré bodky) a gén E
(obr. 1B, modré bodky) vo vzorke odpadovej vody. Dokaz priebehu PCR reakcie dokumentuje

pritomnost GAPDH RNA (Obr. 1A a B, zelené bodky) v analyzovanej vzorke.
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Obrazok 1. Detekcia pritomnosti SARS-CoV-2 v odpadovych vodach. Obrazok 1A (vyssie) poukazuje
na pritomnost virusovej RNA pre gén Rdrp. Obrazok 1B (vyssie) dokumentuje pritomnost virusovej

RNA pre gén E. Obrazky 1A a 1B (nizSie) poukazuju na pritomnost RNA pre GADPH.

Analyza pritomnosti Adenoviralnej DNA v odpadovejvode

S vyuzitim modifikovaného kitu na izolaciu virusovej DNA/RNA z odpadovych véd a naslednou
analyzou sme detegovali pritomnost virusovej DNA Specificky pre adenovirusy (obr. 2, modré bodky)
vo vzorke odpadovej vody. Dékaz priebehu PCR reakcie dokumentuje pritomnost mtDNA (Obr. 2,

zelené bodky) v analyzovanej vzorke.

28



Ch1-B02Pos:27 Neg:13295

o 16000

3

= 12000

a

£ 8000

5 4000

0o : f : f f :
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Event Number

Ch2-B02 Pos:2658 Neq:10664

Ch2 Amplitude

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Event Number

Obrazok 2. Detekcia pritomnosti adenovirusov v odpadovych vodach. Obrazok 2 (vysSie) poukazuje

na pritomnost virusovej DNA. Obrazok 2 (nizsie) dokumentuje pritomnost mtDNA.

Diskusia

Monitorovanie odpadovych vod zahfia zber vzoriek z komunalnych alebo institucionalnych
kanalizacnych systémov (Dutta et al.,, 2022). Pre dohlad na Urovni komunity su kanalizacie
univerzalnym nastrojom, ktory zhromazduje fudsky odpad do centralizovanych lokalit. Odber vzoriek
sa vSak moze vykondvat v ovela lokalizovanejSich mierach a v komunitach, ktoré nemaju
centralizovany systém zberu a Cistenia odpadovych vod. Odber vzoriek z centralizovanych lokalit
moze poskytnut bohaty pohlad o pritomnosti patogénnych virusov, baktérii a prvokov pritomnych v
komunite. Patogény, ktoré su stabilné v odpadovych vodach alebo su neustale vylucované v stolici
alebo modi, predstavuju vyznamnych kandidatov na monitorovanie epidemiologickej situacie na
lokalnej aj narodnej Urovni (Diamond et al., 2022). Aj ked monitoring odpadovych vod na pritomnost
tychto patogénov predstavuje vhodny nastroj, Sirsia aplikacia tohto pristupu je limitovana niekolkymi
faktormi (Corpuz et al., 2022). Ako sa ukazalo v priebehu pandémie SARS-CoV-2, inherentné zlozenie
vod a znacne zriedenie samotného virusu SARS-CoV-2 v odpadovych vodach predstavovali vyrazny
problém pri interpretacii epidemiologickych dat. Okrem toho, si¢asne metddy detekcie pritomnosti
patogénov v kanaliza¢nych systémov zahffiaju vyuzitie reverznej transkripénej polymerdzovej
retazovej reakcie (RT-PCR) a kvantitativnej reverznej transkripcnej polymerazovej retazovej reakcie

(RT-gPCR) — metdd zaloZenych na detekcii nukleovych kyselin. U¢innost tychto detekénych metdd je
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vSak vyrazne znizenad pritomnostou latok, ktoré inhibuju PCR reakciu (Corpuz et al., 2022; Scott et al.,
2023). RieSenie tejto limitacie predstavuje zavedenie metody, ktora kombinuje vysoku citlivost,
robustnost a zaroven redukuje vplyvy inhibitorov. Jednou z moZznosti predstavuje aplikacia
technoldgie ddPCR. V nasej praci sme navrhli a optimalizovali eseje na detekciu pritomnosti RNA ako
aj DNA virusov v odpadovych vodach s vyuzitim metddy ddPCR. V ramci nasej Studie sme pouzili
komerc¢né dostupny izolany Zymo Environ (Zymo) kit na extrakciu RNA z odpadovych vod.
Naslednou optimalizaciou tohto kitu sme ziskali moznost detegovat aj pritomnost DNA virusov.
Metdda RT-ddPCR bola zvolena pre analyzu DNA z dovodu optimalizacie izola¢ného postupu, pri
ktorom by sa DNA a RNA extrahovali spolo¢ne v jednom eluate. Nasledna detekcia RNA aj DNA
virusov v jednej reakcii vyuzivala reakény mix obsahujuci reverzny transkriptazu na konverziu RNA,
zatial ¢o DNA zostala intaktna. Technoldgia ddPCR predstavuje vysoko senzitivny pristup na detekciu
patogénov ako SARS-CoV-2, ¢o sme dokumentovali v nasej predchadzajucej studii. V danej studii
sme preukazali schopnost ddPCR eliminovat problémy s inhibiciou PCR reakcie pri analyze
odpadovych vod v porovnani s rutinne pouzivanou RT-gPCR (Lucansky et al., 2023). Nami pouzity
izolaCny kit a optimalizované eseje detegovali pritomnost SARS-CoV-2 (RNA virus) ako aj
adenovirusov (DNA virus) vo vzorkach odpadovych vod. Schopnost tejto metodiky detegovat aj DNA
virusy poukazuje na Siroké vyuzitie technoldgie ddPCR v monitorovani patogénov bez ohladu na typ
nukleovej kyseliny. Tento pristup umoziuje Siroké spektrum aplikacii pri monitorovani nie len
lokalnych pandémii ako je hepatitida C, tuberkuldza alebo chripka, ale aj globalnych pandémii ako to

bolo mozné sledovat pocas pandémie SARS-CoV-2.

Praca bola podporena projektom VEGA €. 1-0261-22.

Pouzita literatura

Bowes DA, Driver EM, Choi PM, et al. Wastewater-based epidemiology to assess
environmentally influenced disease. Journal of Exposure Science & Environmental
Epidemiology. Nature Publishing Group; 2024 May;34(3):387-8.

Burrell CJ, Howard CR, Murphy FA. Epidemiology of Viral Infections. Fenner and White’s Medical
Virology. 2017;185-203.

Corpuz MVA, Buonerba A, Zarra T, et al. Advances in virus detection methods for
wastewater-based epidemiological applications. Case Studies in Chemical and
Environmental Engineering [Internet]. 2022 Dec ;6:100238.

Diamond MB, Keshaviah A, Bento Al, et al. Wastewater surveillance of pathogens can inform

public health responses. Nature Medicine. Nature Publishing Group; 2022 Oct;28(10):1992-5.

30



Dutta H, Kaushik G, Dutta V. Wastewater-based epidemiology: a new frontier for tracking
environmental persistence and community transmission of COVID-19. Environmental Science and
Pollution Research. 2022 Dec;29(57):85688—99.

Kojabad AA, Farzanehpour M, Galeh HEG, et al. Droplet digital PCR of viral DNA/RNA, current
progress, challenges, and future perspectives. Journal of Medical Virology. 2021 Jul;93(7):4182—
97

Lucansky V, Samec M, Burjanivova T, et al. Comparison of the methods for isolation and detection of
SARS-CoV-2 RNA in municipal wastewater. Frontiers in Public Health. 2023 Mar 7;11:1116636.
Rashid SA, Nazakat R, Muhamad Robat R, et al. Droplet digital PCR application for the detection

of SARS-CoV-2 in air sample. Frontiers in Public Health. 2023 ;11.

Scott G, Evens N, Porter J, Walker DI. The Inhibition and Variability of Two Different RT- gPCR
Assays Used for Quantifying SARS-CoV-2 RNA in Wastewater. Food and Environmental Virology.

2023;15(1):71—81.

31



Efekt veku a ischemického poskodenia na biomolekuly

Babusikova E.*, Dobrota D.*, Matakova T.?, Hosala M.2
* Ustav lekdrskej biochémie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,

Univerzita Komenského v Bratislave

*Klinika vSseobecnej, viscerédlnej a transplantacnej chirurgie,
Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt
Starnutie je prirodzeny fyziologicky proces kazdého Zivého organizmu. Pocas starnutia postupne

nastavaju zmeny, ktoré su casto spojené s negativnym dopadom na telesné funkcie, kognitivne
funkcie a zdravie. S postupujucim vekom je organizmus ovela viac nachylnejsi na r6zne ochorenia
a medzi nimi aj na mozgovu cievnu prihodu (ischémia). V nasom projekte sme sledovali vplyv
starnutia ain vivo indukovanejischémie na oxida¢né poskodenie mozgu. Sledovali sme tri parametre:
fluorescenciu dityrozinu, koncentraciu tiolovych skupin a koncentraciu produktov reakcie s kyselinou
tiobarbiturovou (TBARS), ktoré sme pozorovali u dospelych zvierat (6 mesiacov) a senescentnych
zvierat (26 mesiacov). S postupujucim vekom sme pozorovali akumulaciu poskodenia lenu
fluorescencie dityrozinu. Indukovand ischémia mala negativny dopad mnozstvo dityrozinu ako i
TBARS. Hlbsie porozumenie procesom starnutia a ischemického poskodenia nam moze nasledne
napomoct pri diagnostike, ako i pri vypracovani novych preventivnych a terapeutickych pristupov.

Kldcové slova starnutie, ischémia mozgu, oxidacné poskodenie

Uvod
Starnutie je prirodzeny biologicky proces, ktory je sulastou zivota. Starnutie acievna
mozgova prihoda ovplyvnuju zdravie centralnej nervovej sustavy a ich nasledky mozu ¢asom viest

k neurodegenerativnym ochoreniam, ako sU demencia a Alzheimerova choroba. S pribudajucim
vekom prebiehaju v organizme rézne fyziologické a biochemické zmeny. V mozgu je mozné
pozorovat pokles neuroplasticity, schopnosti nervovych buniek sa adaptovat a vytvarat nové
spojenia.

Starnutie je univerzalny proces, ktory sa zacal so vznikom Zivota asi pred 3,5 bilionmi rokov.
Biologické, epidemiologické a demografické Udaje tvoria zaklad mnohych tedrii, ktoré sa snazia
identifikovat pricinu alebo vysvetlit proces starnutia a jeho neodvratny désledok, smrt (Fukagawa et
al., 2000; Knight, 2000; Semsei, 2000). Presné mechanizmy starnutia nie sU objasnené, ale

experimentadlne dokazy podporuju hypotézu, podla ktorej su zmeny pri starnuti dosledkom
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zvySujuceho sa oxidacného stresu a nasledného oxidacného poskodenia organov, tkaniv, buniek a
molekul. V ostatnom case narastaju experimentalne dokazy pre vekom zavislé zvysenie tvorby
reaktivnych foriem kyslika a postupnej akumulacii oxidovanych molekul. Preto sa do popredia
dostdvaju dve tedrie, geneticka tedria starnutia a volno-radikalova tedria starnutia, ktoré su vtesnom
vzajomnom vztahu. V roku 1956 D. Harman naznadil, ze pocas starnutia dochadza k zvysujucej sa
tvorbe volnych radikalov a navrhol volno-radikalovu tedriu starnutia. Produkcia vysoko reaktivnych
volnych kyslikovych radikalov spésobuje progresivne, ndhodné poskodenia DNA, RNA, enzymoyv,
dalSich bielkovin, ako aj nenasytenych mastnych kyselin a fosfolipidov. Tieto poskodenia mézu
napokon viest k bunkovejsmrti. V ostatnom obdobi prislo k vyraznym pokrokom v pochopeni funkcie
reaktivnych foriem kyslika v bioldgii choréb centralneho nervového systému, kardiovaskularneho
systému, ako i v procese starnutia (Sies a Jones, 2020).

Ischémia mozgu je stav, ked je dodavka kyslika a Zivin do mozgu obmedzena z dévodu
zUzenia alebo upchatia ciev. Akakolvek obmedzena cirkulacia krvi moze viest k poskodeniu
mozgovych buniek, ktoré su mimoriadne citlivé na hypoxiu. V sucasnosti existuju silné dokazy, ze
chronické ischémia, spésobena malymi cievnymi mozgovymi prihodami, mdze viest k postupne;j
dekompenzacii mozgovych funkcii, najmd s postupujucim vekom. Ischémia mozgu je tretou
najcastejSou pric¢inou smrti v zapadnych krajinach po srdcovych ochoreniach a rakovine. Mozgova
hypoxia ovplyviiuje tak spravanie ako aj kognitivne schopnosti cloveka a vedie k réznym
neurologickym zmenam. Existuje silné spojenie medzi cerebrovaskularnymi ochoreniami a
Alzheimerovou chorobou. Akumulacia roznych zmien moze postupne viest a byt klucova pre vznik a
rozvoj demencie a Alzheimerovej choroby. Cievna ischemickd mozgova prihoda predstavuje tretiu
najcastejsiu pricinu smrti (Dirnagl et al. 1999; Kozler, 2002) a takmer 1/6 populacie bude postihnuta
mozgovou cievnou prihodou aspon raz pocas zivota (Seshadri a kol., 2006). Mozog nema ziadne
rezervy kyslika a len velmi malé zasoby glukdzy, respektive inych, na energiu bohatych zlucenin,
preto je extrémne citlivy k ischemickému poskodeniu. Ischémia mozgu spdsobuje v skorych stadiach
reverzibilné neurochemické aneurobiologické zmeny, ktoré mozno zastavit aumoznit navrat
k normalnej funkcii obnovenim prietoku krvi—reperfuziou (Racay et al., 2000; Lehotsky et al., 2004).

Hoci proces starnutia dodnes nie je jednoznacne definovany, starnutie predstavuje
najrizikovejsi faktor vzhladom na vznik a rozvoj cerebrovaskuldarnych a neurodegenerativnych
ochoreni, priom s vekom sa vyrazne zvysuje mortalita tychto ochoreni (Antignamo et al., 2023).
Presné mechanizmy starnutia nie sU objasnené, ale experimentalne dokazy podporuju hypotézu,
podla ktorej sU zmeny pri starnuti dosledkom zvySujuceho sa oxidaéného stresu a nasledného

oxidacného poskodenia buniek.
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Material a metody
Pouzivané zvierata

Na studium sa pouzili dospelé (6 mesiacov; 325-375 g) a senescentné (26 mesiacov; 360-460
g) laboratérne potkany rodu Wistar. Zvieratd sa ziskali z Ustavu experimentélnej farmakoldgie
Slovenskej akadémie vied, Dobra voda. Zvierata mali pristup k potrave a k vode ad libidum a boli
uskladnené v miestnosti so stalou teplotou vzduchu a 12 hodinovymi dennymi cyklami. Experimenty
boli schvalené etickou komisiou Jesseniovej lekarskej fakulty v Martine a Statnou veterinarnou a
potravinovou spravou. Vsetky experiment boli vykonané v sulade s Priruckou pre starostlivost a
pouzivanie laboratérnych zvierat, ktord vydal Narodny institut zdravia USA, ako i s pravidlami
vydanymi a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky. Bolo vynaloZené

maximalne Usilie na minimalizaciu utrpenia zvierat a znizenia poctu zvierat.

Model ischémie

Zvierata bolirozdelené do troch experimentalnych skupin po Globalna ischémia (Stvor-cievny
podvdz) sa indukovala podla Pulsinelli a Buchan (1988) u 6 a 26 mesacnych zvierat 15 minut. Vsetky
Ukony sa robili v halotanovej anestézii. Strucne, prvy den sa na zadnej strane krku urobil rez stredom
chrbtovej strany krku, vyoperovala zadna plocha transverzalnych vybezkov prvého kréného stavca a
urobila sa tepelna koagulacia oboch vertebralnych artérii (arteria vertebralis). Na druhy den sa
vyoperovali obe kréné artérie (arteria carotis), oznacili polyetylénovymi pasikmi a tepelne zatavili,
zaklapli sa aneuryzmatickymi svorkamia indukovala sa 15 min ischémia. Po ukonceni 15 min ischémie
sa bud'indukovala 120 min reperfuzia, alebo sa zviera dekapitovalo. Ako kontrola sa v experimentoch
pouzili slepo operované zvieratd. Zvierata sa usmrtili dekapitaciou a vybrany kortex sa pouzil na

analyzu.

Priprava vzoriek mozgu

Kortex bez bazalnych ganglii a hipokampusu sa vyoperoval z lebky a bol homogenizovany v
sklenenom homogenizatore v 1 ml timivého roztoku (0,02 mol/l Tris-HCI (pH 7,5), 0,01 mol/l MgCl, a
0,05 mol/l NaCl). Po skoneni homogenizacie bol homogenizator premyty 1 ml rovnakého roztoku s
kokteilom proteazovych inhibitorov. Homogenat sa centrifugoval na pri 100 ooo ot/min a 4°C 20 min.
Pelet sa rozsuspendoval v 1 + 2 ml roztoku 0,01 mol/l fosfatovy roztok (pH 7,4) and 1% Triton X- 100 a
inkuboval sa 60 min pri 0°C. Nasledne sa vzorka centrifugovala pri 100 0oo ot/min a 4°C 120 min.

Supernatant—membranova frakcia sa uskladnila pri—80°C az do stanovenia jednotlivych parametrov.
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Stanovenie koncentracie bielkovin
Koncentracia bielkovin bola stanovena podla bicinchoninovej metody (Smith et al., 1985).
Stanovenie oxidacného poskodenia bielkovin a lipidov

Pri oxida¢nom poskodeni bielkovin sa stanovalo mnoZzstvo dityrozinov a celkovu
koncentraciu tiolovych skupin bielkovin (Babusikova et al., 2008; Hu, 1994). Ako marker poskodenia
lipidov sa stanovila koncentracia produktov reakcie s kyselinou tiobarbiturovou (Babusikova et al.,
2008).
Statisticka analyza

Ziskané udaje boli analyzované pomocou testu ANOVA a Studentovho t-testu a sU uvedené
ako priemer + SEM — strednd chyba priemeru (Standard error of mean, S.E.M.). Za Statisticky

vyznamné vysledky sme povazovali hodnoty Statistickej vyznamnosti — p rovné a mensie ako o,05.

Vysledky
U¢inok veku na oxidaéné poskodenie mozgu

Vplyv veku sme sledovali v membranovej frakcii mozgového homegenatu (tab. 1). Sledovala
sa intenzita fluorescencie dytirozinov. Stanovila sa koncentracia tiolovych skupin ako i koncentracia
produktov reakcie s kyselinou tiobarbiturovou (TBARS). U senescentnych zvierat sme pozorovali
vyssie mnozstvo dityrozinov oproti dospelym zvieratam (p < 0,01). Koncentracia tiolovych skupin
bola u senescentnych zvierat vyssia, ale zmena nebola Statisticky vyznamna. Koncentracia TBARS

bola u senescentnych zvierat nizsia ako u dospelych zvierat (p < 0,01).

Tabulka 1: Vplyv veku na mnozstvo dityrozinu, koncentraciu volnych tiolovych skupin a TBARS
v membranovej frakcii mozgu.

vek dityrozin volné -SH skupinyTBARS

[AU] mmol/g bielkoviny nmol/mg
6 mesiacov 66,578 + 3,22 1,093 + 0,037 3,768 £ 0,34
26 mesiacov 76,620 + 1,06%* 1,172+ 0,036 3,142 + 0,17%*

-SH — volné tiolové skupiny, TBARS — produkty reakcie s kyselinou tiobarbiturovou. Hodnoty su
uvedené ako priemer = S.E.M. z piatich experimentov. ** p < 0,01 v porovnani k 6 mesa¢nym
zvieratam.

Vplyv ischémie na sledované parametre oxida¢ného poskodenia je znazorneny na obrazkoch
1, 2 a 3. Indukovana ischémia u zvierat mala za nasledok Statisticky vyznamné oxidacné poskodenie
u parametrov, ktoré sme sledovali. Intenzita fluorescencie dityrozinu sa zvysila u dospelych o 33

2,93 % (p < 0,001) ako i senescentnych 0 29,1 + 3,83 (p < 0,001) zvierat po 2 hodinovej ischémii (obr
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1). Oxidacné poskodenie u senescentnych zvierat tak v kontrolnej skupine (15,9 + 2,63 %) ako i

v skupine zvierat po ischémii bolo vyssie ako u dospelych zvierat (12,5 + 3,34 %) (obr 1).
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Obrazok 1: Vplyv ischémie na mnozstvo dityrozinu v membranovej frakcii mozgu. Hodnoty su
vyjadrené ako priemer + SEM z piatich experimentov. ***p < 0,01 porovnané oproti kontrole v
danom veku; #p < 0,05, #*p < 0,01, porovnané oproti 6 me¢anym zvieratam (kontrola verzus kontrola,

ischémie verzus ischémia).

Zmena koncentracie tiolovych skupin nasledkom ischémie sa nepozorovala u dospelych
zvierat (obr 2). Ischémia vSak mala negativne dopad na koncentraciu tiolovych skupin u senescentych
zvierat, kde sa pozoroval pokles 0 10,4 + 1,19 % (p < 0,05). V skupine senescentych zvierat po ischémii
bol pokles koncentracie tiolovych skupin 0 9,6 + 1,20 % (p < 0,001) oproti ischemickej skupine

dospelych zvierat.
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Obrazok 2: Vplyv ischémie na koncentraciu volnych tiolovych skupin v membranovej frakcii

mozgu. Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SEM z piatich experimentov. *p < 0,05 porovnané oproti
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kontrole v danom veku; ###

p < 0,001, porovnané oproti 6 mecanym zvieratam (kontrola verzus
kontrola, ischémie verzus ischémia).

Markerom, ktory sa vyuziva na sledovanie peroxidacie lipidov je stanovenie produktov
reakcie s kyselinou tiobarbiturovou (TBARS). Koncentracia TBARS sa pocas experimentalne
vyvolanej ischémie zvysila u dospelych ako i senescentnych zvierat (obr 3). Pocas ischémie vzrastla

koncentracia TBARS u dospelych zvierat 0 12,90 + 9,82 % (p < 0,05) a U senescentnych zvierat 0 16,3

+12,09 % (p < 0,05).
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Obrazok 3: Vplyv ischémie na koncentraciu TBARS v membranovej frakcii mozgu. TBARS —
produkty reakcie s kyselinou tiobarbiturovou. Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SEM z piatich
experimentov. *p < 0,05 porovnané oproti kontrole v danom veku; #p < 0,05, ##p < 0,01, porovnané

oproti 6 mecanym zvieratam (kontrola verzus kontrola, ischémie verzus ischémia).

Diskusia
Vdaka vedeckému pokroku aneustdlemu zlepSovaniu poznania biochemickych

a biologickych procesov v fudskom organizme sa neustale predlzuje vek ¢loveka. Na druhej strane so
stUpajucim vekom dochddza k akumulacii réznych Skodlivych zmien v organizme. Tieto zmeny
sposobuju stratu bunkovych funkcii, ktoré predstavuju hlavny rizikovy faktor pre s vekom suvisiace
ochorenia. Starnutie ma dopad na zvysenu citlivost na zvysenie citlivosti k neurodegenerativnym
ochoreniam, vratane zvySenej nachylnosti na ischémiu a kognitivne zmeny aj u zdravého cloveka.
Molekularne mechanizmy, ktoré su zodpovedné za mozné prepojenie medzi starnutim a ischémiou,
starnutim a Alzheimerovou chorobou, ischémiou a Alzheimerovou chorobou nie su dnes ¢loveku stale
zndme. Vedecka literatura je za ostatnych 20 rokov plna tvrdeni, ze reaktivne formy kyslika
vyznamnou mierou participuju na vzniku a rozvoji roznych ochoreni ako i na samotnom starnuti

(lonescu-Tucker and Cotman, 2021, Luo et al., 2020).
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V nadej studii sme sledovali Ucinok starnutia ako i ischemického poskodenia na oxidacné
poskodenie bielkovin: vznik dityrozinu, obsah tiolovych skupin a lipidov: produkty reakcie s kyselinou
tiobarbiturovou (TBARS). Pocas starnutia sme pozorovali zvySenu koncentraciu dityrozinu
v homogenate mozgu (membranova frakcia) a pokles koncentracie TBARS. Studie vplyvu starnutia
na peroxidaciu lipidov poskytuju rozporuplné vysledky. ZvySena peroxidacia lipidov, kvantifikovana
stanovenim reaktivnych produktov reakcie s kyselinou tiobarbiturovou (TBARS), bola pozorovana v
starnicom mozgu roznych zvierat vratane potkanov (Head et al., 2002; Nawarro a Boveris, 2004).
Naopak, niektoré iné Studie vyuzivajuce rovnaké metddy nepreukazali narast peroxidacie lipidov
(Tian et al., 1998; Cini and Morreti, 1995). Vysledky nasej Studie naznacuju, ze starnutie je spojené
s akumulaciou fluorescenénych produktov v mozgu. Peroxidacia lipidov, modifikacia bielkovin
sprostredkovana peroxidaciou lipidov a s vekom suvisiaci oxidacny stres by mohli viest priamo k
oxidacii bielkovin.

Ischemické poskodenie indukované in vivo malo za nasledok oxidacné poskodenie bielkovin
u starych i senescentnych zvierat. Pozorovali sme narast fluorescencie dityrozinu v oboch vekovych
skupinach a pokles koncentracie tiolovych skupin u senescentnych zvierat. Taktiez sme pozorovali
Statisticky vyznamny efekt ischémie u dospelych i senescentnych zvierat v pripade znizenej
koncentracie TBARS. Oxida¢né poskodenie u senescentnych zvierat bolo vacsie ako u dospelych
zvierat, Co mOze naznacovat, Ze starsie zvieratd reaguju horsie naischémiu. Nase vysledky su v zhode
s vysledkami ziskanymi na podobnych zvieracich modeloch (Balazs and Leon, 1994; Lovell et al.,
1995; Murin et al., 2001)

Pocas starnutia a ischémie sme zaznamenali oxidacné poskodenie bielkovin a lipidov, ktoré
mohlo vzniknut v dosledku zvyseného oxidacného stresu. Oxidaéné poskodenie je sposobené
nadmernou tvorbou reaktivnych foriem kyslika a nedostato¢nou antioxida¢nou ochranou. HIbsie
porozumenie procesom starnutia a ischemického poskodenia ndm moze nasledne napoméct pri

diagnostike, ako i pri vypracovani novych preventivnych a terapeutickych pristupov.
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Abstrakt

Fajcenie tabaku je jednym z hlavnych rizikovych faktorov prispievajucich ku vzniku a rozvoju viacerych
kardiovaskularnych ochoreni (KVO). Napriek tomu, ze vztah medzi fajéenim a KVO je zrejmy a
preukazany, presny a Uplny patomechanizmus stojaci za tymto prepojenim zatial zostava
neobjasneny. FajCenie vplyva na vsetky fazy (od Stadia dysfunkcie endotelu (ED) az po akutne
komplikacie) procesu vzniku a rozvoja aterosklerdzy (aterogenézy) ako jedného z hlavnych
mechanizmov vzniku KVO suvisiacich s fajcenim. ED predstavuje dblezité predklinické reverzibilné
stadium aterosklerotického procesu, ktoré sa méze vyvijat uz v prvych dvoch dekadach Zivota.
Adolescencia a mlady dospely vek je velmi dolezité obdobie z hladiska vyvoja fajciarskeho navyku a
jeho nasledkov na zdravie jedinca.

Cielom tejto studie bolo — po objektivizacii fajc¢iarskeho statusu u zdravych adolescentov a
mladych dospelych probandov pomocou dotaznikov a stanovenia hladiny kotininu v plazme -
vySetrenie stavu endotelu prostrednictvom indexu reaktivnej hyperémie (RHI) s vyuzitim neinvazivnej
metody na stanovenie funkcie endotelu ciev (metdda RH-PAT).

Do studie bolo zaradenych 148 probandov, z toho 59 muzov a 89 zien, vo veku 18,7 + 2,7
rokov (rozpatie 13 — 26 rokov), ktori podstupili vySetrenie EndoPAT pristrojom za Standardizovanych
podmienok. Fajciarsky status bol ur¢eny na zaklade odpovedi z dotaznika a nasledne objektivizovany
pomocou hladiny plazmatického kotininu s hrani¢nou hodnotou 15 ng/ml.

V naSej studii sme nepreukazali Statisticky vyznamny rozdiel vo funkcii endotelu —
reprezentovanou RHI — medzi mladymi zdravymi faj¢iarmi a nefajciarmi (p > 0,05), a to ani po
objektivizacii ich faj¢iarskeho statusu pomocou kotininu.

Tato studia moéze byt zakladom pre buduci vyskum, predovSetkym na vacsSej vzorke
fajciarov, pripadne jedincov s pridruzenymi komorbiditami (napr. obezita), kde predpokladame

vzajomnu potenciaciu rizikovych faktorov na rozvoji ED.

Kldcové slova: fajcenie, endotel, dysfunkcia, kotinin
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Uvod
Fajcenie tabaku je hlavny preventabilny rizikovy faktor, ktory vedie k rozvoju a progresii
roznych chronickych porich (Hameed a Malik 2024). Epidemiologické StUdie dokazuju existenciu

vztahu aj medzifajéenim a KVO (Okorare a kol., 2023). Za iniciaciu a progresiu KVO nie je zodpovedny
len jeden patomechanizmus alebo urcitd skupina latok cigaretového dymu, ale ide o cely komplex
mechanizmov, ku ktorym sa pridava genetické pozadie jedinca a vonkajsi vplyv prostredia (Liu a kol.,
2021).

Z predchadzajucich studii je zname, ze fajcenie je asociované s narastom zapalovej reakcie a
s chronicky zvySenou zapalovou odpovedou v porovnani s nefajciarmi, ktora vplyva na vsetky fazy
procesu aterogenézy — od inicidlneho Stadia tvorby aterosklerotického platu, endotelovej dysfunkcie
(ED) — az po akutne komplikacie (Kondo a kol., 2019). Tieto stavy potvrdzuju markery akutneho
zapalu, ale aj zvySené mnozstvo leukocytov v krvi. Pocet leukocytov sa zvySuje s vysSou zavaznostou
faj¢enia charakterizovanou mnozstvom vyfajéenych cigariet aj hibkou inhalacie. To naznacuje, ze
fajcenie spdsobuje trvalt a dlhodobu zapalovu reakciu (Ugur a kol., 2018).

Spociatku sU UCinky cigaretového dymu na endotelové bunky len funkéné, spdsobené
nedostatkom biologicky dostupného oxidu dusnatého (NO) a hemostatickou nerovnovahou. Pri
chronickej expozicii vSak vykazuje vrstva endotelovych buniek aj Strukturalne poskodenie a moze byt
dokonca az Uplne zdesStruovana (Csordas a Bernhard, 2013).

Z casového hladiska je mozné vplyv fajéenia na funkciu endotelu rozdelit
na akutny a chronicky. Akutny efekt je v rdmci studii opisovany po vyfajceni zvycajne jednej cigarety
pred samotnym meranim. Vo vSeobecnosti tieto Studie dospeli
k rovnakému zaveru, ze akutny efekt faj¢enia sa odraziv RHI (Hahad a kol., 2021). Davnejsie prisiel so
zaujimavym zaverom Lekakis a kol. (1998), ktory vo svojej praci predpoklada, Ze faj¢enie spdsobuje
akutnu ED, ktora pretrvava aspon 60 minut, ¢o vedie k predpokladu, ze pravidelné fajcenie (napr. 1
cigareta/hodinu) mo6ze byt asociované s ED pocas celého dna, a to aj bez trvalého poskodenia
endotelu.

Vcasné aterosklerotické zmeny u faj¢iarov mozu byt detekované prostrednictvom viacerych
neinvazivnych metod. Jednou z metdd je uz spominané hodnotenie funkcie endotelu na zaklade
indexu RHI pomocou pristroja EndoPAT. Nedavne Studie sa zamerali na zistenie ED u mladych
dospelych aktivnych, aj pasivnych fajciarov. Ukazalo sa, ze od endotelu zavisla vazodilatacia je
narusena u mladych fajciarov a zhorSuje sa aj po akutnej expozicii cigaretovému dymu (Rodriguez-

Portelles a Rodriguez-Leyva, 2019).
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Adolescencia a mlady dospely vek je velmi dblezité obdobie z hladiska vyvoja faj¢iarskeho
navyku a jeho nasledkov na zdravie jedinca. O vzajomnom vztahu medzi faj¢enim a jeho prepojenim
na ED a tym aj na KVO, predovSetkym v populacii mladych zdravych ludi bez vplyvu dalSich
komorbidit, existuje vSak iba velmi malo informacii. Cielom nasej prace bolo preto vysetrit stav
endotelu v periférnej mikrocirkulacii a zhodnotit jeho stav pomocou indexu RHI v suvislosti s
faj¢iarskym statusom. Stidium tychto mechanizmov méZze prispiet k rozsireniu poznatkov a
poskytnUt novy pohlad na mechanizmy uplatiiujiuce sa v inicidlnych Stadiach aterosklerotického

procesu u mladych fajciarov.

Material a metodika
Vysetrovany subor v nasej Studii tvorilo 148 probandov, z toho 89 dievcat a Zien a 59 chlapcov

amuzov s priemernym vekom 18,7 + 2,7 rokov (rozpdtie 13 - 26 rokov)
s normalnou hodnotou body mass indexu (BMI) vzhladom na vek. Kvoli standardizacii podmienok
bolo potrebné u vysetrovanych oséb dodrzat viaceré predpoklady. VySetrovany proband musel byt
zdravy, bez pritomnosti infekénych ochoreni. Taktiez nesmel mat nadchu, zvysend teplotu alebo iné
ochorenia respiracného systému a traviaceho traktu pocas jedného tyzdia pred vysetrenim. Dievcatd
boli vySetrené iba v rozmedzi 5. — 12. diia menstrua¢ného cyklu. Den pred vysetrenim bolo
vySetrovanym zakazané konzumovat alkoholické a kofeinové napoje.

Vysetrenie funkcie endotelu ciev stanovenim RHI indexu metddou RH-PAT sme uskutocnili
pomocou pristroja EndoPAT 2000 (Iltamar Medical Ltd, Caesarea, Israel). EndoPAT systém je zalozeny
na neinvazivnej technoldgii merania amplitudy pulzovej viny od Uderu k Uderu srdca, ktora odraza
objemové zmeny koncekov prstov ruk suvisiace so zmenami prietoku krvi v cievach. Manzeta so
senzorom tvaru naprstka zabezpecuje rovnomerné tlakové pole na distalne dve tretiny prsta. Prave
rovnomerna aplikacia subdiastolického tlaku na koncek prsta je pri vySetreni dolezitd, pretoze okrem
zamedzenia hromadenia krvi odlahcuje arteridlnu stenu a tak jej ddva moznost vacsich dynamickych
zmien meratelnych senzorom (Moerland a kol., 2012).

Pocas vysetrovania nasich probandov sme prvych pat minut merania zaznamenavali signal
z pletyzmografickych sond bez oklUzie a. brachialis. Pocas nasledujicich 5 minut sa manzeta na
jednom ramene nafukla, ¢im sa uzavrel prietok krvi v hornej koncatine. Poslednych 5 minUt sa snimal
signal po uvolneni manzety. Obnovenie prietoku krvi obvykle vyvolalo vazodilataciu (reaktivna
hyperémia). Tieto zmeny boli zachytené ako zvySenie amplitudy signalu periférnej artéridlnej
tonometrie — PAT (z angl. ,peripheral arterial tonometry"). Nasledne software vypocital pomer
prietoku krvi pred a po uzatvoreni ciev (hodnotu RHI), ktory poskytuje informaciu o funkcii endotelu.
Informacia o zmene prietoku v kontralateralnej koncatine bola pouzita na sledovanie inych

vazomotorickych zmien, ktoré bolo potrebné zohladnit pri urc¢eni RHI. Normalnym vysledkom
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vySetrenia pomocou EndoPAT vysetrenia je narast prekrvenia koncatiny po okluzii nad hodnoty na
kontralateralnej koncatine spojeny so stimulaciou tvorby a uvolfiovania NO v zdravom intaktnom
endoteli (hodnota RHI > 1,61). Z metodickych prac vyplyva, ze az 60% cievnych reakcii bolo v tejto
oblasti sprostredkované NO (Nohria a kol., 2006).

Zo vzoriek plazmy sme analyzovali pritomnost kotininu pomocou Specifického kitu — Cotinine
ELISA Kit (Abnova, Taiwan). K dispozicii sme mali 113 vzoriek plazmy (od 50 muzov a 63 zien). Za
hrani¢ny hodnotu diferencujucu fajciarov od nefajciarov sme na zdklade literarnej reserse zvolili
tradi¢ne pouzivanu hodnotu 15 ng/mL.

Na zaver boli probandi poziadani o vyplnenie dotaznika o faj¢eni subjektivne urcujicom
fajciarsky status. Pre pojem fajciar/nefajéiar (Bottom, 2009) sme pouzili nasledovné definicie a ich
vzajomnu kombinaciu, podla ktorej sme rozdelili probandov:

1. kritérium (pracovny nazov F100): za fajciara bol povazovany jedinec, ktory vyfajcil 100 a viac cigariet
v priebehu svojho Zivota (Bottom a kol., 2009),

2. kritérium (pracovny nazov F30): za fajciara bol povazovany jedinec, ktory vyfajcil aspon jednu
cigaretu v priebehu poslednych 30 dni (Bottom a kol., 2009),

Okrem tychto kritérii bolo pouzité aj 3. kritérium (pracovny nazov Fie),
pri ktorom bol za fajciara povazovany jedinec, u ktorého bola zistena zvySena hladina kotininuv
plazme (Kim, 2016).

Statisticka analyza
Vsetky ziskané Udaje — RHI, hladiny kotininu a fajciarsky status boli vzajomne analyzované

pomocou Statistického softvéru SYSTAT 13 (Systat software Inc.,, CA, USA). Vzhladom k
negaussovskej distribucii vacsiny hodnotenych premennych sme na Statistickd analyzu -
medziskupinové porovnanie (fajciari vs nefajciari) — pouzili neparametricky Mann-Whitneyho U Test.
Vysledky

Skupinu 138 probandov sme na zaklade vopred zvolenych kritérii F100 a F30 rozdelili na
faj¢iarov a nefaj¢iarov. Na zaklade kritérii F30, F100 a F30+F100 (probandi si¢asne spifiajici kritéria
F30 a F100) jednotlivé skupiny tvorilo 61, 46 a 31 faj¢iarov. Nasledne sme hladali suvislosti s indexom
RHI. Tab. 1 ukazuje, ze ani v jednom pripade sa ndam nepodarilo pozorovat signifikantné rozdiely

medzi skupinami v RHI.
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Tabulka 1: Pocet fajciarov/nefajciarov podla zvolenych kritérii F30, F100, ich kombinacie a kritéria

Fkot a porovnanie hodnét RHI medzi skupinami

Pocet RHI fajciarov
Kritérium FAJCIAROV p-hodnota
Mean |+SD
Fio0 46 1,64 |0,50 [102 1,61 0,50 |0,748
F3o0 61 1,73 0,64 |87 1,57 0,42 0,618
Fio00 + F30 31 1,55 [0,34 |117 1,63 0,52 0,852
Frot 32 1,55 |0,45 |81 1,68 0,58 |o,601

Za hladinu vyznamnosti sme povazovali p<o,05. Skratky su vysvetlené v texte.

V ramci tejto skupiny sme ziskali hladiny kotininu od 113 probandov (50 muZzov a 63 zien). Za
hrani¢nd hodnotu kotininu v plazme sme si na zaklade predchadzajucich studii stanovili hodnotu 15
ng/mL (Kim a kol., 2016). TUto hodnotu sme pouzili na rozdelenie fajciarov od nefajciarov; vyclenili
sme 81 nefajciarov (plazmaticka hladina kotininu
v rozmedzi 1,6 — 5,7 ng/mL; priemer 2,0 + 0,9 ng/mL) a 32 fajciarov (plazmaticka hladina kotininu v
rozmedzi 54,0 — 299,5 ng/mL; priemer 153 + 66,7 ng/mL).

Pri medziskupinovom porovnani RHI (fajciari urceni podla kritéria Fio) sme takisto nezistili
signifikantny rozdiel (p=0,601). Tento vztah nebol zisteny ani po rozdeleni suboru podla pohlavia (u
muzov sa ukazal sklon k nizsim hodnotam (p=0,069), rozdiel vSak nedosiahol StatistickU vyznamnost;

U Zien p=0,410).

Diskusia
Tato pilotna studia bola zamerana na sledovanie vztahu medzi faj¢enim a funkciou endotelu

u zdravych probandov v adolescentnom veku a mladych dospelych ludi, nakolko v mladej populacii
bez inych kardiovaskularnych rizikovych faktorov je len velmi malo informacii o véasnych zmenach
v suvislosti s aterosklerdzou. Hlavnym vysledkom tejto Studie je, ze sme nezistili Statisticky vyznamny
rozdiel vo funkcii endotelu — reprezentovanou RHI, ani po objektivizacii faj¢iarskeho statusu pomocou
kotininu.

Nasu skupinu probandov tvorili vyhradne mladi zdravi adolescenti a mladi dospeli ludia bez
komorbidit a chronickej medikacie. V ramci inych prac hodnotiacich stav funkcie endotelu bol
u adolescentov preukdazany vztah medzi zhorSenou funkciou endotelu a diabetes mellitus typu 1
(Mahmud a kol., 2008), obezitou (Pareyn a kol., 2015), obezitou spojenou s inzulinovou rezistenciou

(Mahmud akol., 2009) a inymi rizikovymi faktormi ED. Otazkou zostava, ¢i fajcenie, vystupujuce
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v nasej praci ako samotny rizikovy faktor, je dostatocne schopné vyvolat vyznamnu ED uz v tak
mladom veku aj bez pridruzenych rizikovych faktorov. Autori Hamburg a kol. (2008) potvrdili, ze
zhorSenie RHI je spojené s klasickymi a metabolickymi faktormi KVO. Predpokladame teda vzajomnu
spolupracu tychto faktorov na rozvoji ED aj u dospelych. Tento fakt by bolo viak potrebné overit aj na
skupine fajciarov v adolescentnom veku s pridruzenou komorbiditou (napr. obezitou).

Z casového hladiska moézeme vplyv fajcenia na funkciu endotelu rozdelit na akutny a
chronicky. Za akutny efekt fajenia sa povazuje vyfajéenie jednej cigarety kratko
pred vySetrenim funkcie endotelu pomocou na ultrasonografii zalozenej metdde ,flow-mediated
dilation" (FMD) alebo merani funkcie endotelu pomocou RH-PAT technoldgie. Ukazalo sa, ze akutny
efekt fajc¢enia na funkciu endotelu sa odrazi v zhorSenej RHI (Taha a kol., 2013) alebo FMD (Lekakis a
kol., 1998). V studiach Taha a kol. (2013) a Karatzi a kol., (2007) sa preukazalo, Ze znizenie RHI
pretrvavalo u mladych fajciarov aj po 30 minuUtach a po jednej hodine po vyfajceni cigarety (u
nefajciarov tento efekt vymizol po 30 mindtach). U EndoPAT metddy nebolo pozorované zhorsenie
RHI po 30 minutach od fajcenia (BO’ a kol., 2014). V inej praci pozorovali zhorSenie FMD aj po 60
minutach u nefajciarov, ¢o naznaduje, ze fajcenie spésobuje akutnu ED s trvanim najmenej 60 minut
a zaroven vedie k predpokladu, ze pravidelné fajcenie (napr. 1 cigareta kazdu hodinu) méze byt
asociované s ED pocas celého dia, a to aj bez pernamentného poskodenia endotelu (Lekakis a kol.,
1998). Je pravdepodobné, Ze az po mnohondsobnom posobeni ,akitnych efektov" sa moze objavit
pretrvavajuce poskodenie endotelu, ktoré predisponuje k aterosklerotickému procesu.

Nase vysledky nepreukazali Statisticky vyznamny rozdiel vo funkcii endotelu medzi fajciarmi
a nefajciarmi. Toto zistenie m6ze potvrdzovat fakt, ze vplyv faj¢enia na funkciu endotelu je v tomto
veku reverzibilny a nespdsobuje este trvalejsie poskodenie endotelu, ktoré by sme mohli detekovat.
V buducnosti by bolo vhodné zaradit sledovanie, od akého trvania expozicie fajceniu je mozné
detekovat chronické poskodenie endotelu a faktory (frekvencia, mnozstvo vyfajcenych cigariet),
ktoré by sa na poskodeni endotelu mohli podielat. Okrem toho by bolo vhodné zaradit do merania aj
akutny efekt faj¢enia na funkciu endotelu u adolescentov a mladych dospelych probandov, ¢im by sa
overila jeho schopnost vyvolat poskodenie endotelu. Vzhladom na metodiku tejto Studie a kritérium,
Ze probandi boli poziadani, aby pred vysetrenim nefajcili, bola nasa praca zamerana na chronicky
vplyv faj¢enia na funkciu endotelu.

Chronicky vplyv faj¢enia na endotelovu fuknciu nie je jednoznacny. Predpoklada sa, ze
chronické fajéenie moze byt spojené s pretrvavajucim poskodenim endotelu, ktoré méze viest k
akceleracii aterosklerotického procesu (Hahad a kol., 2023). Experimentalna Studia (Lenasi, 2005)
vSak ukazala, ze ani 30-dfiovad subchronickd expozicia hlavnému prudu cigaretového dymu

nespdsobuje detekovatelné zmeny vo funkcii endotelu u potkanov.
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V naSej praci sme na zaklade predchadzajucich Studii objektivizovali fajciarsky status
pomocou cirkulujucich hladin kotininu (Caraballo a kol., 2004; Vartiainen a kol., 2016). Zaujimavé su
pozorované rozdiely v zastupeni faj¢iarov v hodnotenom subore v zavislosti od metody urcenia
fajciarskeho status, o poddiarkuje potrebu objektivneho hodnotenia fajciarskeho statusu v dalSich
Studiach.

V tejto Studii sme sa venovali klasickej forme faj¢enia — cigaretam, ktoré stale este tvoria velmi
vyznamny podiel tovarensky vyrabanych tabakovych vyrobkov na svete. Zdravotné riziko spojené
sfaj¢enim je vSak porovnatelné aj uinych foriem (cigary, Sulané cigarety, vodna fajka, rozpustny
a bezdymovy tabak), ktoré su v niektorych krajinach uprednostriované pred cigaretami (Baska a
Katreniakova, 2010; WHO, 2015). V poslednych rokoch sa k nim pripajaju aj elektronické cigarety. Hoci
predstavuju pre fajciara mensie riziko v porovnani s klasickymi cigaretami, vzhladom na viaceré
zdraviu Skodlivé latky v nich obsiahnuté ich nemozno povazovat za neskodnu alternativu. Okrem
toho, vzhladom na to, Ze ide o novy fenomén, nie su este dostatocne zname neskoré nasledky ich
dlhodobého uzivania (Glantz a Bareham, 2018). Vysledky prieskumov Global Youth Tobacco Survey
poukazuju na relativny narast vyznamu uzivania inych ako klasickych foriem uzivania tabaku (napr.
elektronickych cigariet). Tymto formam fajcenia treba venovat adekvatnu pozornost, pretoze mozu
zohravat vyznamnu Ulohu pri vytvarani fajciarskeho navyku a naslednom rozvoji a progresii
aterosklerotického procesu, podobne ako klasicka forma fajcenia cigariet, ktorej sme sa venovali
v nasej Studii.

Doposial ndm nie je zndma skutolnost o dostupnosti prac zaoberajucich sa danou
problematikou s podobnym metodickym nastavenim Studie. Bolo by vhodné doladit metodické
postupy do buducnosti a predovsetkym zrealizovat sledovanie na va¢som subore probandov, hlavne
fajciarov, nakolko nas subor tvorili prevazne nefajciari. Poukazali sme aj na moznost objektivizacie
fajciarského statusu na zaklade biomarkera — kotininu, pricom uplatnenie tohto postupu by mohlo
byt vyuzité nielen v klinickych, ale aj epidemiologickych stddiach na ziskanie ,skutocnych" hodnot

prevalencie fajcenia v nasej populacii —najma u adolescentov.
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Abstrakt
Sklerotizujuci pneumocytdm patri medzi raritné benigne plicne lézie, ktory svojim vzhladom méze

imitovat iné, zavaznejSie diagndzy. Najma v pripade peroperacnej biopsie moze byt diferencialna
diagnéza narocna. Doteraz publikované pripady popisuju aj nadory s malignym biologickym
potencialom a mnohopocetné lézie, ktoré mozu klinicky imitovat metastaticky rozsev. V nasledujucej
kazuistike popisujeme pripad 63-rocnej pacientky s nahodnym nalezom plucneho tumoru benigneho
vzhladu, diagnostikovaného peroperacne a s vyuzitim imunohistochemickych metéd. Jednym zo
zaujimavych ukazovatelov bol aj proliferaény faktor Ki67 s ojedinelymi loziskami neobvyklej

cytoplazmatickej pozitivity.

Kldcové slova: sklerotizujuci pneumocytom, sklerotizujuci plucny hemangiom, peroperacna biopsia,

proliferacny index, Ki67

Uvod
Sklerotizujuci pneumonocytdm, kedysi znamy pod nazvom sklerotizujuci plucny hemangiom,

je zriedkavy plucny tumor so Sirokym vekovym vyskytom castejsie u zZien, s vrcholovou incidenciou
v strednom veku. Prvy raz bol popisany v roku 1965, pricom histomorfologicky obraz neumozroval
blizSie zaradenie k epitelidlnym, endotelialnym, resp. reaktivnym léziam vznikajucim ako dosledok
reorganizacie krvnej zrazeniny (Liebow a Hubbell 1956). V najnovsej edicii SZO klasifikacie hrudnych
nadorov je vsak formalne radeny medzi plucne adendmy(Beasley et al., n.d.). Klinickd manifestacia je
pomerne nevyrazna a nador je asto objaveny incidentalne prizobrazovacom vysetreni, pricom nador
ma spravidla vzhlad dobre ohrani¢enej masy. Moze obsahovat loziska cystickej degeneracie,
regresivnych zmien a kalcifikacie, v niektorych pripadoch dokonca méze vykazovat metabolicky
aktivitu, ktora klinického lekara vedie k podozreniu z malignity(Lizarraga Madrigal et al. 2023).
Histologicky obraz |ézii je pomerne r6znorody, no klucovou diagnostickou ¢rtou je pritomnost dvoch
samostatnych bunkovych populacii. Centralne je nador zlozeny z okrdhlych stromalnych buniek
s okrdhlymi jadrami, granularnym chromatinom a nenapadnymi jadierkami. Na povrchu ho lemuju
nizke kubické bunky pripominajuce pneumocyty Il. typu. Tieto dve komponenty niekedy vytvaraju

bohaté papiliformné proliferacie, ktoré mozu imitovat papilarne rastuci plucny adenokarciném.
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Diagndza je naro¢na najma v pripade predominancie tohto vzoru v cytoldgii alebo peroperacnej
biopsii (Shang et al. 2021) (Chan a Chan 2002).

V tejto kazuistike prezentujeme ndhodny nalez sklerotizujuceho pneumocytdmu u 63-rocnej
pacientky bez vyznamnejsieho predchorobia, ktory v diferencidlnej diagnéze nutil zvazit karcinoid,

iné neuroendokrinné tumory a reaktivne zmeny.

Prezentacia pripadu

63-ro¢nd pacientka bez vyznamenjsich komorbidit mala pri zobrazovacom vySetreni
identifikovany nalez tumoru nejednoznacnej dignity, zhodnoteny najpravdepodobnejsie ako benigny
plucny hamartom (Obrazok 1).
CT snimok realizovany nativne a postkontrastne bol radiold6gom popisany ako tumor S1 velkosti
24x17x28 mm, ostrych, mierne lalo¢natych kontur, mierne nehomogénnej struktury, s drobnym
kalcifikdtom, bez dalSich jednoznacnych infiltrativnych zmien.
Pacientkin vykonnostny stav umozioval realizaciu chirurgického vykonu s kompletnou resekciou
loziska sucasne s realizaciou peroperacnej histoldgie. Makroskopicky bol v polmesiacikovitom
resekate identifikovany pas edobelavej lézie hribky 2-4mm, dizky 13 mm, z ktorého bol zhotoveny
rychly rez, hlaseny hrudnému chirurgovi ako obraz nejednoznacnych reaktivnych zmien
s predominanciou obrazu porusenej mikrocirkulacie, na periférii s Uzkym pasom nejednoznacne
zaraditelnej v.s. nadorovej populacie neurcenej histogenézy a dignity.
Po zhotoveni definitivneho rezu a Specidlnych farbeni bola v zakladnom HE reze identifikovana
nadorova populacia tvorena vacsimi okruhlymi pomerne monomorfnymi bunkami bez napadnejsej
mitoticke] aktivity, bez identifikovane] hlienotvorby, svojim vzhladom imitujica neuroendokrinnu
neoplaziu (Obrazok 2).
Imunohistochemicky tieto bunky boli pozitivne pri dokaze TTF-1 a vimentinu pri suCasnej negativite
CKs5/6, CK7, synaptofyzinu a chromograninu, s velmi nizkou proliferacnou aktivitou (do 5%), avsak
ojedinele sa vyskytovali loZiska neobvyklej intracytoplazmatickej granularnej pozitivity (Obrazok 3).
Miestami bolo mozné identifikovat na povrchu populaciu kubickych buniek pripominajucich
pneumonocyty fokalne s loziskami svetlobunkovej premeny, ktoré exprimovali TTF-1, CK7 (Obrazok

4), fokalne aj CD56 a vimentin.

Po prvotnej Uvahe nad diagndzou neuroendokrinnej lézie, respektive hyperplazie neuroendokrinnych
buniek, bolo v dosledku negativity NE markerov potrebné rozsirit diferencialnu diagndzu. Pritomnost
dvoch komponent odliSného vzhladu s pozitivnou expresiou TTF-1 napokon viedli k identifikacii lézie

ako sklerotizujuci pneumonocytom.
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Diskusia

Sklerotizujuci pneumocytdm je neobvykla lézia, ktora nepatri do beZzného spektra
diferencialnej diagndzy pocas peroperacnej histologie, pricom moéze lahko dojst k zamene za iné
jednotky. Pouzitie IHC vySetreni, ktoré lepSie vizualizuju dve rozdielne komponenty napokon vedie k
spravnej diagndze. V naSom pripade boli taktiez pritomné loziska nezretelnej intracytoplazmatice;j
pozitivity Ki67, ktoré boli popisané v pripade niekolkych roznych diagndz, vratane tohto nadoru (Kim
etal. 2013).
Biologicky potencial sklerotizujuceho pneumonocytomu sa prevazne pohybuje v spektre benignych
lézii, avSak boli reportované aj pripady metastazujuce do regionalnych lymfatickych uzlin
a vzdialenych orgdnov. Riziko metastaz je najma u mladsich pacientov muzského pohlavia, pricom
metastatické lézie obsahovali len stromalnu komponentu, bez nalezu kuboidalnych buniek, co
naznacuje, ze horsie diferencovana stromalna populacia sa méze spravat agresivnejSie(Wang et al.
2023), dokonca uz bol popisany aj pripad s malignizaciou obidvoch zloziek (Teng a Teng 2019).
V pripade mnohopocetnych lézii taktiez hrozi riziko nespravnej diagndzy sekundarnych plicnych
metastaz (Ma et al. 2024) (Kawai et al. 2018) (Santamaria-Barria, Sceusi, a Antonoff 2017).
V ramci peroperacnej diagndzy pri absencii cytologickych detailov je mozné léziu pokladat za
proliferaciu neuroendokrinnych buniek, ¢o by v naSom pripade viedlo k rozsireniu chirurgického
vykonu a zbytocnej redukcii plucnej kapacity. V pripade ndhodného nalezu a periférnej lokalizacie je
potrebné na tuto diagnézu mysliet, najma ak nalez obsahuje reaktivne, hemorrhagické alebo

sklerotizujuce zmeny.

Zaver

Sklerotizujuci pneumocytdm je zriedkava benigna lézia, ktora vSak mozZze viest
k diagnostickym omylom a zamene za beznejSie sa vyskytujuce nadory s vyssim malignym
potencidlom. Umiernené hodnotenie nejednoznacnych nalezov pri peroperacnej biopsii umoziuje
predist nadmernému chirurgickému vykonu vedicemu k permanentnému znizeniu plicnej kapacity u
pacienta.

Pacientka je toho ¢asu bez dalSieho klinického sledovania a bez znamosti blizSich klinickych udajov.
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Obrazova priloha

Obrazok 1: CT nalez nehomogénnej dobre ohranicenej lézie, zhodnotenej najskor ako benigny

pldcny hamartdm

Obrazok 2: Nador .zIozeny z blandnych okruhlyéh buniek 'prlpomlnajuach proliferaciu
neuroendokrinm'/ch buniek pritomnu v karcinoidnych tumoroch
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Obrazok 3: Nizka expresia Ki67, ojedinela cytoplazmaticka pozitivita
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Obrazok 4: KlG¢ové imunohistochemické vySetrenia veduce k diagndze: CK7, negativne v populacii
stromalnych buniek a pozitivne v povrchovych kubickych bunkach; synaptofyzin, negativny

vysledok; TTF-1, so silnou jadrovou pozitivitou
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Intraductalna oncocytarna papilarna neoplazia ampuly Vaterskej papily
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Abstrakt

Intraduktadlne onkocytarne papilarne neoplazie (IOPN) sU zriedkavé nadory postihujuce vyvody
pankreatobilidrneho traktu, najma pankreasu. Ide o morfologicky aj geneticky osobité lézie vyclenené
od inych, morfologicky podobnych nadorov pankreasu, najma intraduktalnych papilarnych
mucindznych neoplazii (IPMN). V nasom pripade ide o 84 ro¢nu pacientku s nadorom hlavy pankreasu
sposobujucim  bolesti brucha a ikterus. Tenkoihlovd aspiracna biopsia a naslednd
duodenopankreatektomia potvrdili diagndézu IOPN ampuly Vaterskej papily, bez sprievodne;j
invazivnej malignity. Diagnostika tychto |ézii m6Ze byt najma v limitovanych bioptickych materialoch
problematicka, avsak relativne Specifickd morfoldgia a imunohistochemicky profil umoziuju odlisit
IOPN sU neinvazivne |ézie s dobrou prognézou, kompletna chirurgickd resekcia nadoru je zaroven

kurabilnym zakrokom.

Klucové slova: intraduktalna onkocytarna papilarna neoplazia, pankreas, Vaterska papila,

histomorfoldgia.

Uvod

Intraduktalne papildrne mucindzne neoplazie (IPMN) su neinvazivne, intraluminalne rastuce
nadory postihujuce vyvody pankreatobilidrneho traktu, ktoré maju potencidl transformacie do
invazivnej malignity. Vyskytuju sa najma vo vyvodoch pankreasu, menej Casto v extrahepatalnych i
intrahepatalnych zl¢ovych cestach (Paolino et al). Z histomorfologického hladiska sa povodne
klasifikovali na Styri zakladné typy: intestinalny, gastricky, pankreatobiliarny a onkocytarny typ, avSak
posledny znich bol pre svoje osobité morfologické (Adsay et al.) aj molekularne genetické crty
(Basturk et al. 2016) v poslednej WHO klasifikacii nadorov traviaceho systému (Gill et al.) vynaty ako
samostatna nozologicka jednotka s nazvom intraduktalna onkocytarna papilarna neoplazia (IOPN).
Klinicka prezentacia pripadu
84 rocna pacientka bola prijata na kliniku chirurgie pre ikterus s vysokou zapalovou aktivitou.

Na magnetickej rezonancii bol diagnostikovany tumor hlavy pankreasu priemeru 3,5cm zuzujuci ductus
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pancreaticus. Prindslednejendosonografii bol potvrdeny tento ndlez so zavedenim stentu a odberom
tenkoihlovej aspiracnej biopsie (FNAB). Histologické vySetrenie tohto materialu vyjadrilo podozrenie
na IOPN a kedZe pacientka bola v relativne dobrej fyzickej kondicii bez zavaznejsich komorbidit, tak
napriek  vysSiemu veku po  stabilizacii  klinického stavu  podstupila  proximalnu

duodenopankreatektomiu.

Histopatologické vySetrenie

V tkanive hlavy pankreasu sme makroskopicky identifikovali dobre ohraniceny nador velkosti
3,5%x2,5cm lokalizovany v ampule Vaterskej papily, pred fixaciou vo formaldehyde makroskopicky
cervenohnedej farby a drobivej konzistencie so sprievodnou dilataciou pankreatického vyvodu (obr.
1). Iné tumordzne ani cystické zmeny sme vo vySetrenom tkanive nenasli. Histomorfologicky bol
nador tvoreny bohato vetvenymi, tzv. ,arborizovanymi® papilarnymi StrutkGrami s malym
mnozstvom fibrovaskularnej strémy, ktoré miestami splyvali do kribriformnych Struktur (obr. 2).
Cylindrické nadorové bunky vykazovali objemnu, eozinofilny, miestami az tzv. okoncytdrne
diferencovany cytoplazmu s objemnymi, vezikuldarnymi jadrami so zretelnymi jadierkami a
ojedinelymi mitézami (obr. 3). Cast buniek vykazovala intracelularne vakuoly hlienu, ktory sa
akumuloval najma v extracelularnych luminalnych priestoroch (obr. 4). Nadorové $truktiry vyplifiali
dilatovany lumen ampuly Vaterskej papily s fokalnym Sirenim do prilahlych velkych duktov pankreasu,
avsak bez narusenia kontinuity ich steny a znakov invazivneho rastu. Imunohistochemicky nador
exprimoval pozitivitu dokazov CKy, CKig, HepPari, MUC6, len ojedinele aj pozitivitu dokazu
synaptofyzin, zatial co chromograninA a arginaza 1 boli negativne. V Casti pankreatickych duktov boli
zachytené Crty low-grade dysplazii, iné patologické zmeny tkaniva pankreasu sme nenasli. Opisany
morfologicky obraz a verifikovany imunoprofil zodpovedali v FNAB suponovanej onkocytarnej

papilarnej neoplazii ampuly Vaterskej papily.
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Diskusia

IOPN je zriedkavou sucastou intraduktalnych neoplazii pankreasu (Paolino et al. 2024),
pricom tvori do 5% tychto lézii, avSak jej presnejsia incidencia stale nie je znama (Gill et al. 2019).
Postihuje Siroké vekové spektrum s viac-menej rovnakym postihnutim oboch pohlavi a priemernym
vekom v ¢ase diagndzy okolo 60 (Onofrio et al. 2016). Klinicky sa manifestuje najma bolestou brucha,
resp. symptomatologiou obstrukcie pankreatickych duktov (chronickd pankreatitida), alebo
choledochu (Adsay et al. 1996). Zvycajne sa vyskytuju ako solitarne cystické lézie hlavného
pankreatického duktu, zridkavejSie ide o viacpocetné lézie lokalizované v postrannych pankreatickych
vyvodoch (Onofrio et all 2016). Specificka morfoldgia, genetické abnormality a progndza tychto
neoplazii diametralne odliSné od mutdcii vyskytujucich sa pri IPMN, resp. duktalnom karcindome
pankreasu (Basturk et al. 2016) viedli k osamostatneniu IOPN od inych pankreatickych nadorov.
Histomorfologicky je typicky komplexny anastomozujuci mikropapilary rastovy vzor, tvoriaci
bohato vetvené papilarne az kribriformné Struktiry s vyrazne eozinofilnymi, tzv.
~onkocytarne" diferencovanymi bunkami s objemnymi, svetlymi jadrami azretelnymi jadierkami
(Adsay et al. 1996, Paolino et al 2024) . Tato high-grade dysplasticka morfolégia spolu s
~pagetoidnym" intraduktalnym Sirenim méze imitovat invazivnu malignitu (Paolino et al., 2024),
avsak skutocna transformacia lézie do adenokarcindmu sa vyskytuje len u 30% tychto nadorov (Adsay
etal. 1996, Marchegiani et al 2015). Diferencidlna diagnostika IOPN moze byt v limitovanom materiali
ako FNAB problematickd (Paolino et al., 2024), imitujica najmd IPMN. V pripadoch solidneho
rastového vzoru lézie pripominaju acinarny karcindom pankreasu, neuroendokrinné neoplazie, solidne
pseudopapilarne neoplazie pankreasu, ale odlisit treba aj zriedkavé moznosti metastaz onkocytarne
diferencovanych nadorov, napr. hepatocelularneho karcinému ¢i karcinému stitnej zlazy (Callander et
al., 2023). Relativne Specificky imunohistochemicky profil vSak umoziiuje spolahlivu diferencialnu
diagnostiku (Basturk et al. 2016), d6lezity pre nasledny manazment pacientov, kedze vacsina IOPN
je neinvazivna a napriek ¢astym lokorecidivam lézie (45% pripadov) prakticky neznizuje dizku

prezivania (Gill et al. 2019, Marchegiani et al. 2015).
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Abstrakt

Karboxypeptidaza B1 bola dlho znama iba ako pankreas Specificky tkanivovy enzym. Recentné objavy
umoznuju zaradit tento enzym medzi adipocytokiny a uremické solUty. Celkovo 142 probandov bolo
rozdelenych do kontrolnej a cielovej skupiny. V cielovej skupine sme pomocou ELISA kitov realizovali
u kazdého dialyzovaného pacienta dve merania plazmatickej koncentracie karboxypeptidazy Bi1 po
sebe ¢asovym s odstupom jedného mesiaca. V kontrolnej skupine sme realizovali jedno meranie.
Pomocou vizudlnej analyzy distribucii nameranych koncentracii a ich heuristickym overenim
pomocou vypoctu Bayesovského informacného kritéria a numerického overenia pomocou Chen & Li
testu sme postulovali hypotézu existencie requlaéného momentu biologickej povahy, ktory moze mat

antagonizujuci charakter k biologickym U¢inkom karboxypeptidazy Bai.

Klocové slova: Dialyza, Karboxypeptiddza B1, Diabetes mellitus, Uremicky solUt.

Uvod

Medzi molekuly neeliminovatelné Standardnou hemodiafiltraciou patria aj také uremické
soluty, ktoré vykazuju toxické posobenie. Predmetom zaujmu suU najma tie uremické toxiny, ktorych
molekulova hmotnost je vyssia ako medzna hodnota molekulovej hmotnosti filtrovania solUtu bezne
pouzivanych dialyzatorov. Dnes pouzivané dialyzatory maju medznu hodnotu molekulovej hmotnosti
filtrovania solUtu obvykle v intervale 12 — 20 kDa. Dialyzatory s podstatne vyssou medznou hodnotou
filtrovania solUtu — tzv. ,high cut-off* dialyzatory — maju medzniu hodnotu molekulovej hmotnosti
filtrovania solUtu medzi 5o — 65 kDa a umoziuju eliminovat aj uremické solUty, ktoré sU bezne
pouzivanymi technikami pri dialyze neodstranitelné. Z cenového hladiska su u nas zatial tieto
dialyzatory pre prax nedostupné. Je mozné predpokladat, ze srasticim portfoliom poznatkov

v oblasti uremickych toxinov sa aj cenova dostupnost , high cut-off" dialyzatorov bude zlepSovat.
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Medzi uremické soluty s velkou molekulovou hmotnostou sa na zaklade nedavno publikovanej Studie
nasho timu zaraduje aj karboxypeptidaza B1 (1). Medzi hlavné vysledky pévodného projektu patri
odhalenie Statisticky signifikantne zvySenej koncentrdcie CPB1 u pacientov v chronickom
hemodialyza¢nom programe v porovnani s nedialyzovanymi subjektami. Zistili sme, Ze koncentracia
CPB1 in-vivo pritom zavisi od dialyzacného rezimu reprezentovaného poctom sedeni dialyzy
v priebehu jedného tyzden trvajiceho dialyzacného cyklu. Pri analyze dat pomocou techniky
generalizovaného linedrneho zmieSaného modelovania sa pritomnost diabetes mellitus spolu so
zaradenim pacienta v dialyzovanej podskupine ukazala ako jediny signifikantny kontribUtor k
presnosti vysledného regresného modelu. Premenné vek pacienta, pohlavie pacienta z pohladu tejto
analyzy neboli Statisticky vyznamné.

Z hore uvedenych poznatkov vyplyva, ze hoci pritomnost diabetes mellitus v regresnej analyze je
signifikantnym kontribUtorom jej presnosti, nalez vyssich koncentracii CPB1 u dialyzovanych
pacientov neodraza charakter priamej interakcie po osi diabetes mellitus — CPB1. Podstatnou ¢rtou
tejto Studie bolo pouzitie dialyzatorov s medznou hodnotou molekulovej hmotnosti filtrovanéch
solutov daleko pod 5o kDa, ¢o vylucuje moznost priameho determinovania pozorovanej vysokej
koncentracie CPB1 u pacientov dialyzovanych 2 krat tyzdenne prostrednictvom samotného procesu
eliminacie cielovej molekuly CPB1 v procese hemodiafiltracie. Molekulovd hmotnost
karboxypeptidazy B1 (CPB1) je totiz az 47 kDa.

Z biochemického hladiska je CPB1 metalokarboxypeptidaza. Za hlavné miesto jej tvorby v organizme
sa historicky povazuje pankreas (2). Metody detekcia génovej expresie umoznili odhalit aj dalSie
anatomické lokalizacie expresie CPB1, medzi inymi najma omentalne tukové tkanivo, v ktorom je
miera expresie zymogénu CPB1 porovnatelna s pankreasom (3). Na modeli s vyradenym génom pre
CPB1 sa pozorovala inhibicia tumor supresorovej signalizacie a suUcasne aktivacia molekul
zodpovednych za tumorigenézu (4). Dalsim aspektom bioaktivity CPB1 je jej Uloha pri regulacii
komplementovej kaskady. CPB1 je mediatorom expresie génu pre kaspazu-11 a amplifikdtorom pro-
apoptotickych procesov (5). CPB1 ma tiez schopnost amplifikovat prozapalové odpovede organizmu

prostrednictvom Stiepenia C—terminalnych rezidui z anafylatoxinu C3, ¢im facilituje aktivaciu C3a (6).

Subor pacientov a metody

Tento vyskumny projekt je pokracujucou analyzou dat ziskanych pri rieseni vyskumného
projektu odhalujuceho molekulu CPB1 ako uremicky toxin (1). Projekt bol realizovany na pode
Dialyza¢ného centra Univerzitnej Nemocnice v Martine a Jesseniovej lekarskej fakulty na celkovom
pocte 142 subjektov rozdelenych na kontrolnt (n = 111) acielovy podskupinu (n = 29). Subjekty
v cielovej podskupine podstupovali pravidelnu dialyzacnu lie¢bu pre chronickd chorobu obli¢iek v

piatom $tadiu (CKD Gsd). Merania koncentracie CPBz1 v cielovej podskupine boli uskutocnené dva
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krdt s odstupom jedného mesiaca. Celkovy pocet pozorovani v analyzovanom datasete bol
dostatocne velky na podrobné Statistické spracovanie (n = 169). Subjekty v kontrolnom ramene boli
tvorené nedialyzovanymi subjektami, z ktorych niektoré mali diagnostikovany chronickd chorobu
obli¢iek v stadiu G1— G3a.

Na blizsie objasnenie tejto zdanlivej diskrepancie sme v ramci tejto prace realizovali graficku analyzu
distribucie koncentracii CPB1 v zavislosti od pritomnosti diabetes mellitus pre obidve merania
u dialyzovanych pacientov, ako aj analyzu distribucie CPB1 u nedialyzovanych kontrol. Na numerické
vyjadrenie vysledkov grafickej analyzy distribucie koncentracii CPB1 sme pouzili heuristickd techniku

Bayesovského informacného kritéria a zaroven Chen & Li test.

Vysledky

Na zaklade kazdého z dvoch merani koncentracie CPB1 v cielovej podskupine dialyzovanych
pacientov zvlast sme zostrojili distribucné grafy koncentracie CPB1 pre jednotlivé polohy faktora
diabetes mellitus - diabetes mellitus pritomny (obrazok 2) versus diabetes mellitus nepritomny

(obrazok 3). Technikou Bayesovského informacného kritéria sme overili formalnu platnost

pritomnosti bimodalnej distribicie CPB1 pri prvom odbere (BIC monomodalna = - 161,18; BIC
bimodalna = - 162,58; p = 0,306 pre monomodalnu hypotézu) a aj pri druhom odbere (BIC
monomodalna = - 153,55; BIC bimodalna = - 157,69; p = 0,083 pre hypotézu monomodalnosti).

Koncentracia CPB1 u nedialyzovanych kontrol je zndzornena na obrazku 3. S vynimkou niekolkych
extrémnych pripadov sa obmedzuje na prakticky nulové hodnoty a teda nadobuda distribu¢ny vzor

nulovej inflacie.
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Legenda: Grafy distribucie koncentracie CPB1v zavislosti od pritomnosti diabetes mellitus v ¢ase
prvého merania CPB1 u dialyzovanych pacientov.
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Legenda: Grafy distribucie koncentracie CPB1 v zavislosti od pritomnosti diabetes mellitus v ¢ase
druhého merania CPB1 u dialyzovanych pacientov.
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Legenda: Krabicovy graf koncentracie CPB1 u nedialyzovanych pacientov versus dialyzovanych

pacientov s oddelenim diabetikov od nediabetikov.

Vysledky
Z vizualnej analyzy distribu¢nych grafov je zrejmé, ze aj ked heuristicky test iba hrani¢ne
vylucil nulovt hypotézu monomodalnej distribucie pri prvom odbere, pritomna je skuto¢ne bimodalna

distribucia koncentracii tohto enzymu, avsak iba u diabetikov. U pacientov bez diabetes mellitus sa
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jednd jednoznacne o distribuciu monomodalnu. Pri druhom - opakovanom merani CPB1
realizovanom s odstupom jedného mesiaca po prvom merani sa tak vizualnou inSpekciou
distribu¢ného grafu, ako aj heuristickym testom jednoznacne podarilo dokazat existenciu bimodalne;j
distribucie koncentracii CPB1 u diabetikov, zatial ¢o distribucia koncentracii CPB1 u nediabetikov bola
aj pri tomto merani jednozna¢ne monomodalna.

Vysledky analyzy poukazuju na vyznamné rozdiely v requldcii expresie CPB1 u dialyzovanych
diabetikov a dialyzovanych nediabetikov. Odlidné je spravanie sa inflamazému vyjadrené expresiou
CPB1 u nedialyzovanych pacientov, kde hodnoty koncentracie tohto adipocytokinu s enzymatickou
aktivitou sa uniformne v celom kontrolnom subore bliZia nule.

KedZe biologicky polc¢as molekuly CPB1 in vivo dosahuje hodnoty okolo 10 minut, mozno
hypotetizovat, ze zmeny koncentracie CPB1 u dialyzovanych diabetikov odrazaju definovatelny

fyziologicku regulaciu aktivacie inflamazédmu a nie problematicky eliminaciu CPB1 z organizmu.

Zaver
Existuje vyznamny rozdiel v requlacii plazmatickej koncentracie CPB1 medzi dialyzovanymi
diabetikmi a dialyzovanymi pacientmi bez diabetes mellitus, ktory sa neda pripisat nahodnej fluktuacii

sledovanej veli¢iny. Predpokladame, Zze bimodalna distribucia koncentracii CPB1 je odrazom existencie
regulacného momentu biologickej povahy, ktory méze mat antagonizujuci charakter k biologickym
u¢inkom CPBz1. Cielom dalSieho vyskumu je definovanie kontraregula¢ného faktora vysvetlujuceho

zmeny koncentracie CPBz1 zistené medzi prvym a druhym meranim tohto adipocytokinu.
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Abstrakt

Aktinicka keratoza povodne zaradovana medzi obligatne prekancerdzy sa dnes niektorymi autormi
povazuje za vlasné neoplastické ochorenie (,carcinoma in situ"). V literature je uvadzana aj ako
solarna keratoza. Ide o velmi casté ochorenie starSich ludi, zvy¢ajne mnohopocetné na oslnenych
miestach koze. Existuje fenotypicka rozmanitost histologického obrazu a pomerne casty prechod do
invazivnych karcindmov koZze. Autori v praci prezentuju subor aktinickych kerat6z diagnostikovanych
v jednom roku v Konzultatnom centre bioptickej diagnostiky koznych ochoreni na Ustave

patologickej anatdmie JLF UK v Martine

KlGcové slova: aktinicka keratoza € prekanceréza

Uvod
Aktinicka keratdza (AK), nazyvana aj ,solarna keratéza" alebo ,senilnd keratéza" je kozné

poskodenie, tradi¢ne zaradované do skupiny prekancerdz. Podla Svetovej zdravotnickej organizacie
ide o beznu intraepidermalnu neoplaziu sinkom poskodenej koze, s rozne vyjadrenou atypiou
keratinocytov (1). M4 vzhlad drsného Supinatého loziska alebo loZiska s krustou na povrchu. Klinicky
su loziska lepSie palpovatelné, nez viditelné. AK vznika v takych topografickych oblastiach koze, ktoré
sU vystavené slne¢nému ziareniu a viac u [udi so svetlou pletou. AK sa najcastejsie vyvija v miestach
poskodenia koze UV Ziarenim najcastejsie u ludi, ktori sa ¢asto opaluju na sinku alebo v solariach. AK
sU zname prekancerdzy koze. Bez terapie sa z nich vyvijaju kozné karcindmy a to najastejsSie
skvamocelularny karcindm (v 20 % pripadoch), menej casto bazocelularny karcindm resp. iné typy
koznych karcindmov. Pocetnost vzniku AK stupa mohutnostou expozicie UV zZiarenia pocas zivota a je

preto ovela Castejsia u starsich [udi. Lozisko charakteru ,Smirgla* moze byt tmavé, svetlé, opaleno-
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svetlohnedé, ruzové, Cervené alebo kombinované. Nie je vynimkou, ked AK ma rovnaku farbu, ako je
farba okolitej koze (2).

AK nebyvaju velké. Najcastejsie maju 2 mm az 6 mm. Niekedy su vSak aj pripady s velkostou
niekolkych centimetrov. Najcastejsie postihnutymi su oblasti tvare, usi, hrudnika, chrbtov ruk a pery.

Mozu byt solitarne ale vyskytuju sa najma mnohopocetne (3).

Patogenéza
AK vznika u ludi bielej populacie, ako nasledok excesivneho ucinku UV Ziarenia, najma UVB

frakcie (280-320nm) a to s latenciou priblizne 10— 20 rokov. Bielej rase chyba vacsi protektivny ucinok,
sposobeny mensim mnozstvom epidermalneho melaninu, oproti tmavsim rasam. AK su bezné u
jedincov so zvySenou senzitivitou k efektu UV zZiarenia, ako napr. mozno zistit u albinov, ¢i pacientov so
xeroderma pigmentosum. Taktiez pracovnici, vykonavajuci Cinnost v exteriéroch na slnecnych
lokalitach, maju vyssie riziko vzniku AK (farmari, namornici) (4). V poslednom obdobi sa opisuje
zvyseny vyskyt AK u deti, ktoré sU vystavované intenzivnemu slne¢nému Ziareniu. Podobne je
zaznamenany vyssi vyskyt AK u pacientov liecenych hydroxyureou (2). Ma sa za to, ze p6sobenim UV
Ziarenia dochadza kzmene genetického materiadlu (somatickd mutacia) epidermalnych buniek
s naslednou premenou v atypické bunky. Tieto atypické bazaloidné bunky prestupuju normalnu
Strukturu epidermy a vedu k porucham rohovatenia. Ak endofyticky preniknu cez bazalnu membranu
a infiltruju korium, vznika infiltrativny karcindm (Braun-Falco). AK geneticky vykazuje vyssi pocet
anuploidie buniek s vynimkou klonalnych karyotypickych abnormit a ¢asto sa straca heterozygotnost
17p, 179, 9p a 94, a vykazuje instabilitu mikrosatelitov. Zarover sa zvySuje podiel mutacii na CDKN2 a
p53 (5). Tato zmena, mutacia ps3, byva detegovana vo vacsine pripadov AK v kaukazskej rase. (75 %
- 80 %), kym u aziatov je vyskyt mutacie p53 signifikantne nizsi ((20 — 30 %) (6). Expresia CDgs (Fas) je
redukovana v AK, pri porovnani s jej expresiou v sinkom poskodenej kozi bez dysplazie. Pacienti
s nulovym glutation-S-transferazovym Ma fenotypom maju zvysené riziko vyvoja AK. Bezprostredny
priamy Uc¢inok UV ziarenia na vznik AK bol opakovane dokazany aj na laboratérnych zvieratach.
Iradiacia priamo poskodzuje DNA keratinocytu a nepriamo suprimuje imunologicky dohlad
(numerickd redukcia Langerhansovych buniek, supresia tumor suprimujucich génov ps3).
Fotokancerogenéza pokracuje expanziou mutovanych klonov buniek, hyperproliferaciou a stratou

apoptozy (2, 7, 8).
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Tab. 1 Klinické varianty AK

Typ Opis

Klasické (bezna) Biela, Supinatad makula, papula, lozisko réznej hribky s
erytémom

Hypertroficka (hyperkeratoticka) Hruba Supiny na povrchu loziska adherujuca

k erytematoznemu lozisku

Atroficka Hladka lézia, so zmenou farby loziska

AK's ,cornu cutaneum" Konicka rohova prominujuca lézia

Pigmentova Hneda lézia, podobna ako solarne lentigo alebo lentigo
maligna

Aktinicka cheilitis Supinaté loZisko na pere s pocitom suchosti

Bowenoidna Solitarne erytematozne lozisko s ostrejSim ohranic¢enim

Pritomnost ulceracie, nodularity alebo krvacania je vzdy podozrivd s malignej transformacie AK.
ZvySené riziko malignizacie AK sa hodnoti podla tzv. IDRBEU / (akronyma anglickych vyrazov, teda
Induracia/Inflamacia, Diameter, Rapid Enlargement - rychlost rastu, Bleeding — krvacanie, Erytém,
Ulceracia. Bezne je AK diagnostikovana spolahlivo klinikom uz makroskopicky. KedZe v niektorych
pripadoch je diferencialna diagnostika medzi AK a malignym nadorom koze problematicka, tato lézia

je Casto excidovana z ciefom urcenia jednoznacnej bioptickej diagndzy (2).

Biopticka diagndza

V pripadoch ked AK je vacSia ako v beznych pripadoch, t.j. nad 6 mm, ked je vyrazne
zhrubnuta, krvaca, alebo pacient udava rychlejsiu zmenu velkosti a charakteru lézie, je potrebné
bioptické vysetrenie. NajcastejSim diagnostickym problémom byva odliSenie zmenenej AK od
skvamoceluldrneho karcindmu, ale aj od dalSich entit ako napr. seborrhoickej keratozy,
bazocelularneho karcinomu, lichenoidnej keratdzy, porokeratdzy, virusovych bradavic, zapalovych

dermatoz alebo od maligneho melanému.

Odber excizie pre biopticky diagndzu sa v literature niekedy odporuca ,shave" alebo ,punch®
metddou. Ked'je AK menSia, je vzdy vhodnejsie ju extirpovat léziu ,in toto", klasickym chirurgickym
postupom, ktory v takychto pripadoch byva nie ,len" diagnostickym, ale aj terapeutickym vykonom.
Histologické vySetrenie v typickych pripadoch nie je komplikované. Bioptik nachadza skupiny
atypickych keratinocytov s hyperpigmentaciou a/alebo s pleomorfnymi jadrami najma v bazalnej ¢asti
epidermy. Na povrchu byva hruba ortokeratéza s loziskami parakeratdzy. V epiderme sa straca

normalna stratifikacia a mozno pozorovat cytologické atypie, rozsirenie intercelularnych priestorov,
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abnormalne velké jadra keratinocytov a pod. Pod bazalnou membranou byva vyrazna neSpecificka
zapalova reakcia. V okolitej koZi sU aktinické zmeny rb6zneho stupfia, najma vyrazna bazofilna
degeneracia dermy (obr. 1).

Tento histologicky opis byva modifikovany v niektorych lézidch, ktoré mozno podla atypickych
keratinocytovych proliferacii rozdelit do siedmych hlavnych histologickych variantov AK (9).

Tab. 2 Histologické varianty AK

Typ Opis

Hypertroficka Vyrazna hyperkeratéza s parakeratozou. V
stratum Malphigii je strata polarity, pleomorfia
a anaplazia. Méze byt pritomna nenadorova
akantoticka proliferacia epidermy

(obr. 2).

Atroficka Mierna hyperkeratéza a atrofické zmeny
epidermy. Bazalna vrstva obsahuje bunky s
velkymi hyperchromnymi jadrami, s hustym
nakopenim buniek. Tieto bunky proliferuju

v Uzkych ,duct-like" StruktUrach do dermy (5).

Lichenoidna Obsahuje typicky lichenoidny zapalovy infiltrat
prekryvajuci  dermo-epidermovy  junkciu,
cytoidné telieska, bakuolarnu degeneraciu

bazalnych buniek, inkontinenciu melaninu

Akantolyticka Dyskeratotické bunky s ruptovanymi
intercelularnymi mostikmi vytvaraju
v najpovrchnejsej vrstve epidermy Strbiny alebo

lakuny (obr. 3)(8).

Bowenoidna Histologicky nerozliSitelna lézia od Morbus
Bowen. Ide o loziskd atypie postihujuce celu
hrubku epidermy. Okolie 1ézie je s aktinickymi

zmenami koze (obr. 4) (9).

Epidermolyticka Pritomnost granularnej degeneracie

Pigmentova So zvysenou pritomnostou melaninu v bazélnej
Casti epidermy .

Fenotyp AK je vSak ovela pestrejsi. V praxi sa mozno stretnut aj s inymi fenotypmi AK, napr. tzv. ,clear

cell* typ, ktory sme diagnostikovali aj v naSom materiali.
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Vyskyt AK v naSom materiali
Vysetrili sme 79 pripadov histologicky hodnotenych ako aktinicka keratdza. ISlo o excizie koze

od 40 zien (vySetrenych 42 excizii) a 32 muzov (vySetrenych 37 excizii). Vek pacientov bol od
najmladSej 38 rocnej zeny resp. 44 ro¢ného muza az po 9o rocného muza resp. 91 ro¢nu zenu.
Priemerny vek bol u muzov 69 rokov a u zien 70 rokov. Lokalizaciu diagnostikovanych lézii sme
zoradili do tabulky 3. v oblastiach podla topografickych kédov, podla ktorych sa zaraduju karcinémy
koze (C44.0-9) resp. benigne nadory koze (D23.0-9). Ani jeden z nadorov nezasahoval do viacerych

definovanych oblasti (.8 — 0) a ziadnej |ézii nechybalo topografické zaradenie (.9 —0)

Tab. 3 Lokalizacia diagnostikovanych aktinickych keratéz u muzov a Zien

LokalizaciaT173.0 - 9 Muzi Zeny
.0 (pera) 2 4

.1 (mihalnica) 0 1

.2 (usnica) 2 o

.3 (nespecifikovana cast tvare) 15 25

.4 (hlava a krk) 13 1

.5 (hrudnik) 1 o}

.6 (horna koncatina) 3 7

.7 (dolna koncatina) 1 4
Spolu 37 42

V biopticky vysetrenych 79 AK sme v 16 pripadoch (20,2 %) zistili aj niektory z epidermalnych
karcinomov koze a to ,carcinomain situ®, skvamocelularny karcindm (obr. 5), bazocelularny karcinom

a v jednom pripade metatypicky karcindm (tab. 4).

Tab. 4 Nalez karcinomov v teréne aktinickej keratozy

Typ Muzi Zeny

AK + CIS 4 3

AK +SCC 2 1

AK +BCC 2 3

AK +iné (metatypicky CA) 1 o

Spolu 9 7
Diskusia

Vznik skvamocelularneho karcinomu (SCC) na podklade AK je velmi casty (viac ako 8o % (10).

Vyskyt SCC na podklade AK sme zistili aj v naSom sledovani, avsak v 7 pripadoch islo o CIS a v troch
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pripadoch o invazivny SCC (obr. 5). Pritejto malignizacii sa predpoklada delécia chromozédmu gp21,
pri kédovani p16 tumor supresorového génu(CDKN2A). Taktiez byva pritomna aktivacia ras
onkogénu regulujuceho stratu p53 tumor supresorového génu a Ubytok zapalovej celulizacie v AK, ¢o
moze byt predpokladom vzniku invazivneho karcinému (5, 6, 7, 11). Nadprodukcia p16 sa spaja so
vznikom CIS, avsak nie je dokazana pri vzniku AK. UV Ziarenim indukovana imunosupresia taktiez
moze zohravat Ulohu pri vzniku karcindmu ale tato rola nie je detailne preskimana. Existuju Studie, v
ktorych sa zistilo, Zze pacienti stransplantaciou oblic¢iek maju zvySené riziko vyvoja AK s
transformaciou do SCC (2). V sUcasnosti neexistuje ziadny dokaz pre vznik AK a jej karcinomatoéznu
premenu sposobenu Epstein- Barrovej virusom, alebo herpesvirusom 8, avSak dokazané je Siroké
spektrum HPV typov u AK a to tak u imunokompetentnych ako aj imunosuprimovanych pacientov.
Tieto virusy byvaju detegované iba v najpovrchnejsich vrstvach epidermy (2, 12).

Existuju pestré histopatologické fenotypy AK. Vsetky obsahuju Crty epitelovej dysplazie a to od
miernych zmien v dolnej tretine epidermy, az po carcinoma in situ (CIS), ¢asto s povrchovymi
loziskami parakeratozy. Pokus urcovat stupen dysplazie ako keratinocytova intraepidermalna
neoplazia (KIN) v pripadoch AK, analogicky, ako sa uréuje CIN u ¢apika maternice, nema vyznam, ako
opakovane zistili viaceré vyskumné timy. KIN nemusi byt pritomna v predchorobi vzniku invazivneho
SCCz AK (2, 10, 13).

Jednym z osobitych typov AK je jej hyperkeratoticka/hyperplastickd forma. Typické pre tuto formu
AK je hrubd vrstva alterujucej parakeratozy a kompaktnej ortokeratdzy. Loziska dysplastického
epitelu sa striedaju s loziskami epitelu bez dysplazie so ,zatkovanim®, zvycéajne v oblasti folikularnych
ostii a ostii potnych Zliaz (Freudentalov tunel & ,Freudenthal funne"l). Dalsim typom AK je
proliferativna aktinickd keratéza s typickym ,budding", ¢o znamena proliferacia okruhlych
(pucikovych) vybezkov epidermy do papilarnej dermy. Niektoré AK su atrofické a niektoré maju
znamky akantolyzy. Tato akantolyticka (pseudoglandularna) forma AK moze niekedy pripominat
morbus Darier. V pripadoch, ked'v celej hribke epidermy AK nachadzame dysplastické keratinocyty,
léziu klasifikujeme ako Bowenoidny typ AK alebo carcinoma in situ. Bowenoidny typ AK je spojeny so
stratou desmozdmov a hemidesmozdmov, Co je pri¢inou agresivnejsieho spravania sa tohto typu AK.
Typ AK oznalovany ako ,jasno bunkovy typ AK" (clear cell AK), vyjadruje vacsiu pritomnost
glykogénu, Co je niekedy dokazom pre epidermolyticky typ AK (1, 2,) .

Derma pod AK av okolitakmer vzdy ukazuje vyrazné zmeny soldrnej elastdzy (bazofilnej degeneracie)
a ektatické cievy horného vaskularneho plaxu. Obligadtnou sucastou vsetkych typov AK je vyrazna
prevazne lymfocytova alebo zmieSany lymfocytovo-histiocytova zapalova infiltratia hornej dermy.
Tato celulizacia Casto prekryva zmeny na Urovni dermo-epidermovej junkcie, ako napr. vakuolarnu
dystrofiu bazalnych buniek epidermy a vyskyt apoptotickych (cytoidnych) teliesok. Tieto zmeny

charakterizuju tzv. lichenoidnu AK. V ramci diferencialnej diagnézy od inych lichenoidnych
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zmien koze je dolezity vyskyt atypickych jadier v keratinocytoch lichenoidnej AK. Pagetoidny typ AK
je zriedkavy a ked je pritomny, ide zvycajne o CIS. Histopatologicky obraz pagetoidnej AK je
charakterizovany vyskytom jednotlivych dysplastickych keratinocytov, alebo ich drobnych skupiniek
v epiderme. Pripomina extramammarnu Pagetovu chorobu, od ktorej by mala byt takdto AK
diferencialno-diagnosticky odliSend(s, 2, 9, 11).

AK moze byt pigmentovand. Melanin byva nepravidelne zvySeny v mnozstve v bazdlnej Casti
epidermy, ako aj v keratinocytoch a v histiocytovych melanofagoch dermy. Tento variant niektori
autori menuju ako pigment Siriaca AK. V takychto pripadoch je potrebné byt opatrny pri bioptickej
diagnostike a jednoznacne odlidit tUto léziu od in situ melandmu lentigo maligna (LM).
Najspolahlivejsie vyli¢ime LM pouzitim imunohistochemickych postupov, teda negativitou S-100
proteinu, antigénu Melan A a HMB-45. AK vznikajuca u imunosuprimovanych pacientov su ¢astom
vyrazne hyperkeratotické, s konfluujucou vrstvou parakeratdzy a pocetnejSimi mitdzami. Pocetné
mitdzy charakterizuju tiez AK u mladsich pacientov, najma muzov. V poslednych rokoch sa zistila

korelacia medzi expresiou tenascinu a vyskytom stupna dysplazie v AK (1, 14).

Diferencialna diagnostika

Najbeznejsi problém v praxi je histopatologické odlisenie proliferujicej AK od incipientného
SCC. Takmer vSetky patologické ¢rty su u oboch Iézii podobné (atypické keratinocyty, ,single™ alebo
v malych skupinkach), s vyraznou stromalnou reakciou, ktora moéze prekryt mikroinvazivitu SCC). Pri
podozreni na maligny zvrat AK je potrebné vykonat sériové zrezanie lézie. Vykonava sa to aj v tych
pripadoch, ked'v klinickej praxi odlisenie tychto dvoch lézii nie je az tak vyznamné, pretoze obidve
lézie sa extirpuju kompletne in toto.
Odlisenie AK od superficidlneho BCC je tiez niekedy komplikované. Definitivne pomoéze

imunohistochemicky dokaz bcl-2 a Ber-EP4. Obidve metddy su pozitivne u BCC a negativne u AK (1,

2,9,12,13, 14)

Zaver

Povazovat aktinicky keratozu napr. s minimalnou dysplaziou keratinocytov za pocinajuci
karcinom by nebolo vhodné. Klinicky vyvoj AK moze pretrvavat velmi dlhd dobu bez zmeny, ba
dokonca moze spontanne regredovat, ¢o nie je bezné pri pravych neoplaziach (13). V klinickej praxi je
dolezité AK rozpoznat, a postupovat podla platnych ablativnych ¢i neablativnych lie¢ebnych modalit.
V pripade pozitivnej biopsie s nalezom karcindmu v AK je potrebné pacienta dispenzarizovat a poucit

o preventivnych zmenach v zivotnom Style.
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Obrazkova priloha

Obr. 1 Typicky histopatologicy obraz aktinickej keratdzy. R6zne hruba epiderma s ,akantotickymi
pucikmi® (vpravo), so ,single cell" dysplaziou keratinocytov, s hrubou vrstvou kompaktnej keratézy s

loZiskami parakeratozy a so stredne intenzivnym zapalovym infiltrdtom hornej dermy s vyraznou

bazofilnou degeneraciou (HE, 1000x)

Obr. 2 Parakeratdza, hyperplazia epidermy s dysplaziou keratinocytov a zapalovy infiltrat v hornej

derme. Hyperplasticky typ aktinickej keratézy (HE 150x)
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Komunikacia s osobami so sluchovym postihnutim v systéme zdravotnej starostlivosti —

vyzvy a prilezitosti pre vzdelavanie

Zanovitova M., Lepiesova M., Kuvikova M.
Ustav oSetrovatelstva, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt
Osoby so sluchovym postihnutim patria medzi zranitelné skupiny v spolo¢nosti. Ich pristup k zdravotnej

starostlivosti je casto obmedzeny komunikacnymi a legislativnymi bariérami. Nedostatok timo¢nikov
posunkového jazyka a obmedzené moznosti vyuzivania asistencnych sluzieb mézu znizovat kvalitu
poskytovanej zdravotnej starostlivosti. Cielom Studie bolo identifikovat faktory, ktoré ovplyviuju
komunikaciu s osobami so sluchovym postihnutim pri poskytovani zdravotnej starostlivosti, a na
zaklade tychto zisteni navrhnut a realizovat edukaciu pre Studentov oSetrovatelstva. Zber dat bol
realizovany pomocou nestandardizovaného dotaznika, ktory bol distribuovany medzi 53 respondentov
so sluchovym postihnutim. Vysledky ukazali opakované problémy v komunikacii, nedostatok
efektivnych spdsobov dorozumievania, vratane nejasnosti pri komunikacii so zdravotnickym
personalom a nadmerného pouzivania odbornych vyrazov. Edukacné jednotky pre Studentov
oSetrovatelstva, ktori sa pripravuju na rolu buducich sestier, boli prakticky orientované na zlepsenie
komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim. Studia potvrdila potrebu systematického
vzdeldvania zdravotnickeho personalu v oblasti komunikacie s touto skupinou pacientov.
Implementacia edukacnych programov moéze prispiet k zlepSeniu dostupnosti a kvality zdravotnej

starostlivosti pre osoby so sluchovym postihnutim.

Kldcové slova: sluchové postihnutie, zdravotna starostlivost, komunikacia, posunkovy jazyk,

vzdelavanie

Uvod

Komunikacia medzi pacientom a zdravotnickym pracovnikom je neoddelitelnou sucastou
poskytovania zdravotnej starostlivosti. Pri poskytovani oSetrovatelskej starostlivosti sa sestry mozu
stretnUt s pacientmi, ktori vyzaduju Specificky komunikacny pristup, ako sU osoby so sluchovym
postihnutim. Ich spdsob dorozumievania sa lisi v zavislosti od stupiia straty sluchu. Osoby so sluchovym
postihnutim patria medzi zranitelné skupiny spolo¢nosti, kedze ich postihnutie nie je na prvy pohlad
zjavné a prejavuje sa najviac pri komunikacii. Tieto bariéry su dalej ovplyvnené komunikacnymi,
informacnymi, technickymi, psychogénnymi a legislativnymi prekazkami (Berio et al., 2015; Slowik,

2016). Na Slovensku sa problémy prehlbuju nedostatkom kvalifikovanych timocnikov a osobnych

75



asistentov, ¢o obmedzuje pristup sluchovo postihnutych oséb k sluzbam a informaciam (Zakon ¢.
4472008 Z.z.; Zakon €. 448/2008 Z.z.). V oblasti zdravotnej starostlivosti sa tieto osoby Casto stretavaju
s problémami v komunikacii, nedostatkom informacii a obmedzenou dostupnostou sluzieb.

Komunikacia s osobami so sluchovym postihnutim si vyzaduje flexibilitu, prispdsobivost a zohladnenie
ich individualnych potrieb. Je zavisla od rozsahu a zavaznosti sluchového postihnutia a deli sa na
primarne a sekundarne formy. Primarne formy zahffiaju hovoreny jazyk, posunkovy jazyk a pisomnu
formu. Sekundarne formy komunikacie zahrfaju prstové znaky, bimodalne formy, Specifické
posunkové formy, odzeranie a neverbalnu komunikaciu (Birka, Veresova, 2015). Klu¢ovou je neverbalna
komunikacia, ktord zahffia gestikulaciu, mimiku, proxemiku (osobné zény) a haptiku (dotyk). Casto sa
komunikuje v tesnej blizkosti, aby sa zabezpe(ili lepSie podmienky na odzeranie (Birka, Veresova, 2015).
Poskytovanie zdravotnej starostlivosti osobam so sluchovym postihnutim ma Specifické poziadavky,
preto je potrebné prisposobit sa ich preferencidm, individudalnym potrebam a komunikaénym
moznostiam, aby bola zabezpecenad inklizia pacienta. Komunikacia s touto skupinou pacientov je
casovo naroCng, ale realizovatelnd. Dolezité je reSpektovat ich individudlne potreby a osobné
preferencie. K odporic¢anym zasadam komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim patri:
upuUtanie pozornosti, pomala a zretelna re¢, pouzivanie gest, mimiky a vizualnych signalov, funkénost
kompenzaénych pomocok, viditelnost tvare, trpezlivost a Ustretovost, poskytnutie dostato¢ného ¢asu
na odpoved, opakovanie a preformulovanie, a vyuZzitie spravnych technoldgii a pomdcok. Pri
komunikacii su preferované osobny kontakt a vizualne pomécky, pricom sestra by sa mala uistit o

porozumeni poskytnutym informacidm (Graham et al., 2023).

Ciel' prace

Cielom studie bolo identifikovat faktory ovplyvriujuce komunikaciu s osobami so sluchovym
postihnutim v oblasti poskytovania zdravotnej starostlivosti, a na zaklade tychto zisteni navrhnut a
zorganizovat edukacny program o zakladoch komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim pre

Studentov Studijného programu osetrovatelstva.

Metodika prace a vyskumny subor

Stddiu sme realizovali v dvoch fazach — prvou bol zber Udajov od 3pecifickej skupiny
respondentov, t.j. 0s6b so sluchovym postihnutim a ich analyza, druhou aplikacia zisteni a Specifickych
odporucani pre komunikaciu s osobami so sluchovym postihnutim do pripravy edukacného programu
pre Studentov osetrovatelstva, analyza zaujmu a potrieb Studentov, a nasledna realizacia edukacného

programu vo viacerych edukacnych stretnutiach.
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Na zber dat sme pouzili nestandardizovany dotaznik vlastnej konsStrukcie, zostaveny na zaklade
prestudovane;j literatury a konzultacii s odbornikmi. Dotaznik venoval pozornost viacerym oblastiam z
perspektivy 0s6b so sluchovym postihnutim: spésob objednavania na vysetrenie, sprievod oséb so
sluchovym postihnutim, sposob komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim v zdravotnickych
zariadeniach, porozumenie informaciam poskytovanym osobam so sluchovym postihnutim, problémy
pri komunikacii a vySetreniach, a demografické Udaje. Odpovede na jednotlivé polozky sa ziskavali
prostrednictvom frekvencnej Skaly (1 — nikdy, 2 — obcas, 3 — Casto, 4 — velmi Casto, 5 — vzdy). Dotaznik
sme distribuovali v Specifickej skupine respondentov — o0s6b so sluchovym postihnutim —
prostrednictvom obcianskych zdruzeni a metédou snehovej gule. Vyuzili sme skutocnost, Ze jedna
z autoriek Studie je CODA (child of deaf adults — pocujuce dieta nepocujucich rodicov) a zarover osobna
asistentka nepocujucich, ¢o jej umoznilo nadviazat kontakt so skupinami nepocujucich na Slovensku.
Zber dat sme ukoncili po vycerpani dostupnych kontaktov. Vysledky sme spracovali v programe MS
Excel 2016 pomocou deskriptivnych Statistickych metdd (priemer, median, modus, minimum,
maximum).

Vyskumny subor pre prvu fazu Studie sme vybrali zamernym vyberom so zaradujucimi kritériami:
sluchové postihnutie, vek nad 18 rokov, sthlas s U¢astou na vyskume a spracovanim Udajov. Studie sa
celkovo zUdastnilo 53 respondentov so sluchovym postihnutim, z toho 35 Zien a 18 muzov. Priemerny
vek respondentov bol 38,2 roka, z hladiska najvyssieho dosiahnutého vzdelania prevazovali respondenti
so stredoskolskym vzdelanim s maturitou. Pokial ide o sluchové postihnutie, 22 respondentov malo
sluchové postihnutie od narodenia a najvyssi vek jeho nadobudnutia v naSom subore respondentov bol
60 rokov.

Na zaklade vysledkov prvej fazy vyskumu sme vytvorili edukacny program zamerany na zaklady
komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim. Tento program sme planovali zaclenit do seminarov
v ramci predmetu Vychova k zdraviu v prvom rocniku bakaldrskeho Studia oSetrovatelstva na
Jesseniovej lekarskej fakulte Univerzity Komenského (JLF UK) v Martine. Pred realizaciou programu
sme pomocou polostrukturovaného rozhovoru posudili Uroven vedomosti Studentov daného roc¢nika (n
= 51), aby sme jednotlivé edukacné stretnutia prisposobili ich potrebam. Edukacia prebiehala v troch
skupinach, pricom kazdé stretnutie trvalo go minut. Vyuzivali sme kombinaciu metdd, ako su rozhovor,
vyklad, demonstracia a instruktaz. Stretnutia viedla jedna z autoriek studie, CODA (child of deaf adults
— pocujuce dieta nepocujucich rodicov). Efektivitu programu, spokojnost Studentov s obsahom vyucby
a osvojenie si foriem komunikacie sme hodnotili priebeZne, napriklad pozorovanim ziskanych zru¢nosti
v posunkovej redi (praktické posunky), a na zaver kratkym testom a formularom spatnej vazby.

Po takomto pilotnom otestovani edukaéného programu sme ho ponukli aj dalsSim Studentom
zdravotnickych odborov na JLF UK, ktori maju o uvedenu problematiku zaujem. Nabor prebiehal

prostrednictvom plagatov na vysokosSkolskom internadte ana socidlnych sietach. Prekvapil nas
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mimoriadny zaujem zo strany Studentov. Preto sme sa rozhodli pokracovat v edukaciach az do
zaradenia vSetkych zaujemcov. Tymto spdsobom sme uskutocnili dalSie Styri edukacné stretnutia

v priestoroch vysokoskolského internatu, vzdy v skupinach do 20 Studentov a v trvani 9o minut.

Vysledky

V ramci interpretacie vysledkov sme sa zamerali na viacero oblasti suvisiacich s problematikou
dorozumievania sa 0s6b so sluchovym postihnutim pri poskytovani zdravotnej starostlivosti.
Co sa tyka spdsobu objednédvania na vysetrenie, respondenti uvadzali ako najcastejsie vyuzivané
osobné objednavanie (priemer 2,89) a objednavanie cez internet (priemer 2,89), menej Castym
sposobom bolo objednavanie cez SMS alebo online timocnika. Navstevy zdravotnickeho zariadenia
realizovali osoby so sluchovym postihnutim nasho suboru najcastejsie bez sprievodu (priemer 3,25),
obdas v sprievode osoby ovladajucej posunkovu rec (priemer 2,53), pripadne s osobnym asistentom
(priemer 2,23). V zdravotnickych zariadeniach respondenti ¢asto komunikovali pisanim (priemer 3,04)
alebo odcitanim z pier (priemer 3,06). Sluzbu online timocnika vyuzivali zriedkavo (priemer 1,79).
K problémom pri porozumeni informaciam poskytovanym zdravotnickym personalom respondenti
najcastejsie uviedli nadmerné pouzivanie odbornych vyrazov (priemer 3,15), rychlu rec (priemer 3,11) a
nedostatocny vizualny kontakt (priemer 3,17). Osoby so sluchovym postihnutim nasho siboru uvadzali,
ze Casto odchadzali zo zdravotnickeho zariadenia bez Uplného porozumenia tomu, ¢o im bolo
povedané. Z dalSich problémov, ktoré vznikaju pri komunikacii so zdravotnickym personalom,
respondenti uvadzali, ze Casto nerozumeju sestrdm kvoli prekrytym Ustam (priemer 2,49) alebo
nedostatocnej artikuldcii (priemer 3,06). Taktiez deklarovali pocity, ze zdravotnicky personal
uprednostiiuje pocujucich pacientov pred nepocujucimi.
Efektivna komunikacia je dolezitym faktorom, ktory ovplyvriuje kvalitu poskytovanej zdravotnej
starostlivosti a spokojnost pacientov. M6ze vyznamne determinovat aj zdravotny a psychicky stav
pacienta.
Na zaklade vyhodnotenia odpovedi 0s6b so sluchovym postihnutim v naSom subore respondentov
sme sa rozhodli navrhnut edukacny program a realizovat edukaciu pre buduce sestry — Studentky a
Studentov Studijného programu osetrovatelstvo.
Pred samotnou edukaciou sme povazovali za dblezité posudit Uroven vedomosti Studentov v oblasti
komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim. Posudenie sme realizovali formou
polostrukturovaného rozhovoru so studentmi. Z odpovedi vyplynulo, Ze niektori Studenti sa uz stretli
s osobami so sluchovym postihnutim, no vacsina nevedela, ako s nimi spravne komunikovat.
Preferovali by pisomnu komunikaciu, ktord povazovali za jednoduchu a spolahlivy. Vedeli o existencii
posunkového jazyka, no nepoznali jeho presny vyznam. Spravne identifikovali od¢itanie z pier ako

vhodnu metddu komunikacie pre osoby so sluchovym postihnutim a zdéraznili tiez potrebu ovladania
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zékladov posunkového jazyka, hoci ho nepovazovali za kli¢ovy pre svoju prax. Studenti vnimali
starostlivost o osoby so sluchovym postihnutim ako velmi Specificky, avsak ich poznatky sa
sustredovali najma na zaklady komunikacie, ako je zabezpecenie pozornosti ¢i udrzanie zrakového
kontaktu. Nepoukazali na dalSie konkrétne aspekty zdravotnej starostlivosti, ktoré by zohladrovali
potreby pacientov pouzivajucich posunkovy jazyk. Jednym z dolezitych odporucani v starostlivosti o
nepocujucich pacientov je minimalizacia zasahov do dominantnej ruky, ktory primarne pouzivaju na
komunikaciu. Pri oSetrovatelskych vykonoch a manipulaciach by sa preto mala uprednostriovat
nedominantna horna koncatina, aby si pacient mohol zachovat schopnost efektivne posunkovat
pocas hospitalizacie alebo liecebného procesu.

Na zaklade zisteni z individualnych rozhovorov so Studentmi a vysledkov dotaznika sme pripravili
edukacny program a realizovali samotnu edukaciu. Edukacné stretnutia pozostavali zo Styroch casti:
Uvodnej, motivacnej, expozicnej a fixacnej. V Uvodnej Casti sme Studentov oboznamili s priebehom
edukacie. V motivacnej casti sme pomocou diskusie a brainstormingu rozoberali zasady komunikacie s
osobami so sluchovym postihnutim, kompenzacné pomocky a Specifika oSetrovatelskej starostlivosti.
Expozi¢na a fixa¢na ¢ast sa zameriavali na praktické zruénosti. Studenti dostali edukaény letak (obrazok

1), ucili sa daktylotiku a praktické posunky, ktoré nasledne precvicovali.

ZASADY KOMUNIKACIE S 0SOBAMI NEVIETE SA AJ TAK DOROZUMIET Q ﬂ y S LEKARSKA FAKULTA
SO SLUCHOVYM POSTIHNUTIM: S NEPOCUJUCIMI?
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DAKTYLOTIKA

PRSTOVA ABECEDA

‘J- VEDELI STE?

Daktylotika je vizualne-motoricky komunikaény
systém, pri ktorom rézne polohy a postavenia
prstov a ruk vyjadruju pismena

& L5 =

Q" SVET SYMBOLOV

Mnohé zo symbolov, ktoré
pouzivate v beznom Zivote maju
svoj vyznam aj v reci
nepoéujdcich

Napriklad: symbol na obrazku viavo
znamena Milujem fa v anglickej

Q" VEDELI STE?

Posunkovy jazyk sa li§i v zavislosti
na krajine rovnako ako jazyky!
To znamena, Ze existuju
odlisnosti medzi

S

slovenskym, anglickym
a ceskym posunkovym
jazykom a tak podobne

Edukacny letak pre Studentov Studijného programu OSetrovatelstvo

Studenti prejavili velky zdujem o tUto Cast edukacie a vdetci zvladli vyhlaskovat svoje meno
daktylotikou. Nasledne sme pokracovali inStruktaZzou a demonstraciou vopred pripravenych posunkov
tykajucich sa praktickych fraz, slov, slovnych spojeni a pojmov, s ktorych potrebou pouzitia by sa
Studenti mohli stretnut pocas svojej praxe pri kontakte s osobou so sluchovym postihnutim. Pocas
pripravenych zazitkovych cviceni a aktivit si prakticky vyskusali od¢itanie z pier a pouzitie roznych
foriem komunikacie, zameranych na kontakt a komunikaciu sosobami so sluchovym postihnutim v
zdravotnickych zariadeniach.

Spatna vazba na uskutocnené edukacné stretnutia bola pozitivna, studenti ocenovali ich prinos,
prakticky vyuzitelnost, ako aj a sp6sob edukacie, ktory im pomohol lepSie porozumiet komunikacii
s osobami so sluchovym postihnutim. Mnohi zdéraznili potrebu zaclenenia takejto edukacie do

Standardného vzdelavania zdravotnickych pracovnikov.

Diskusia

Komunikacia medzi pacientom a zdravotnickym pracovnikom je v systéme poskytovania
zdravotnej starostlivosti jednym z hlavnych pilierov efektivnej a bezpecnej klinickej praxe. Do tohto
systému vstupuju aj pacienti, ktorym zdravotné znevyhodnenie neumoziuje komunikovat so
zdravotnickym personalom standardnym spésobom, ako napriklad osoby so sluchovym postihnutim.
Hlavnym cielom Studie bolo poukazat na problém komunikacie pacientov so sluchovym postihnutim so

zdravotnickym personalom, identifikovat faktory ovplyvriujuce komunikaciu s osobami so sluchovym
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postihnutim v oblasti poskytovania zdravotnej starostlivosti, a nasledne, na zaklade tychto zisteni,
realizovat edukaciu pre Studentov Studijného programu osetrovatelstva.

Uvedenu Studiu povazujeme za pilotny v danej problematike. Jej limitacie neumoznuju Uplnu
generalizaciu vysledkov a zisteni, kedze reflektuju perspektivu a skusenosti 0s6b so sluchovym
postihnutim vyhradne nasho vyskumného suboru, ziskané v kontexte systému poskytovania zdravotnej
starostlivosti na Slovensku. V ramci zamerného vyberu sUboru respondentov nasej Studie musime
konstatovat, Ze kontaktovanie oséb so sluchovym postihnutim bolo znacne komplikované, co
v kone¢nom dosledku determinovalo aj vysledny pocet respondentov, ktori sa zapojili do Studie. Moze
to sUvisiet aj s uritou uzavretostou komunit nepocujucich a nedoslychavych, ako uvadzaju aj Sopczyk
(2021) a Deaf Awareness (2024). Ziskané vysledky sme porovnavali prevazne so zahrani¢nymi Studiami,
kedZe podobné vyskumy v Slovenskej republike absentuju.

Nasa studia identifikovala niekolko faktorov, ktoré mézu ovplyvriovat komunikaciu s osobami so
sluchovym postihnutim v pozitivnom alebo negativnom zmysle. Osoby so sluchovym postihnutim
preferuju objednavanie na vysetrenie prostrednictvom rodinného prislusnika, osobne alebo cez
internet. Na vySetrenia Casto prichadzaju sami, priCom najcastejSie komunikuju prostrednictvom
pisaného textu alebo odcitanim z pier. Myers et al. (2022) vo svojej Studii identifikovali ako
najpreferovanejsiu metoddu vyuzitie sluzieb profesionalnych timocnikov, ktori viak boli dostupniiba 45
% respondentom. V niektorych krajindch maju oSetrujuci lekari alebo manazéri zdravotnickych
zariadeni zdkonnU povinnost zabezpedit timocnika pre osoby so sluchovym postihnutim (Are Doctors
or..., 2018). Na Slovensku vsak tato prax nie je bezna, najma pre nedostatok kvalifikovanych
timocnikov. TUto Ulohu Casto preberaju osobni asistenti bez potrebnej kvalifikacie (Beno et al., 2015;
Récky, 2016). Autori Brenner et al. (2018) upozoriuju, ze vyuzivanie neskolenych tlmocnikov
predstavuje znacné riziko, najma v zmysle skreslenia komunikovanych informacii. Respondenti nasho
vyskumného suboru najcastejsie preferuju pisomnu komunikaciu so zdravotnickym persondlom, a to
predovsetkym kvoli jej spolahlivosti. Respondenti uvadzali cCasté problémy so vzajomnym
porozumenim v komunikacnom procese ako vyznamny faktor, ktory ovplyviiuje komunikaciu s
osobami so sluchovym postihnutim. Tieto tazkosti mozu vyplyvat z nedostatku vedomosti
zdravotnickeho personalu o specifickych sposoboch komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim.
K nespravnemu porozumeniu prispieva aj to, ze zdravotnicky pracovnik ¢asto nestoji tvarou v tvar
pacientovi, neudrziava vizualny kontakt, neartikuluje dostatocne alebo si neoveruje porozumenie
podavanym informaciam (DeVault et al., 2011). Tieto zistenia boli potvrdené aj v nasej studii, ktora tiez
ukazala, ze mnoho respondentov ma obavy z blizsieho informovania sa u zdravotnickych pracovnikov.
AZ 40 respondentov navySe uviedlo, Zze maju pocit, ze personal ¢asto uprednostriuje pocujucich
pacientov pred osobami so sluchovym postihnutim. Tsimpida et al. (2018) vo svojej Studii odkazuju na

viaceré publikacie, ktoré poukazuju na fakt, Ze nepocujucim a nedoslychavym osobam nie je
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poskytovand zdravotna starostlivost, ktord by bola dostacujuca, primerand, respektujuca ich
komunikacné potreby a etické principy. Respondenti v danej studii opisovali ambulancie a nemocnice
ako desivé a odstrasujuce prostredie, pricom lekarov a sestry hodnotili asto ako netrpezlivych.

Na zdklade vysledkov Studie sme navrhli edukacny program pre Studentov oSetrovatelstva, ktory ma
za ciel informovat o Specifickych aspektoch komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim.
Program sa tiez zameriava na zvySenie povedomia o tejto problematike a na prakticky nacvik
zakladnych komunikacnych zrucnosti, ktoré Studenti mozu vyuzit v buducej praxi pri praci s touto
skupinou pacientov. Navrhnuty edukacny program sme v priebehu akademického roka 2024/2025
realizovali v ramci 7 edukacnych stretnuti so Studentmi oSetrovatelstva a dalSich zdravotnickych
odborov na JLF UK v Martine, pricom spolu sme takto vyskolili 113 Studentov. Tento pristup nadvazuje
na skusenosti z inych krajin, kde bol posunkovy jazyk uz zaradeny ako kurz do bakalarskeho Studia
oSetrovatelstva (Adade et al., 2023). Prostrednictvom tejto edukacie sme sa snazili zabezpecit, aby
budice sestry a dalsi zdravotnicki pracovnici mali nielen primerané vedomosti a komunikacné

schopnosti, ale aj empatiu a ochotu porozumiet osobam so sluchovym postihnutim a ich potrebam.

Zaver

Vysledky Studie ukazali, ze osoby so sluchovym postihnutim celia v zdravotnickych
zariadeniach vyraznym komunikaénym bariéram. Medzi najcCastejsSie problémy patri nadmerné
pouzivanie odbornych vyrazov zo strany zdravotnickeho personalu, rychla re¢, absencia moznosti
odcitania z pier ¢i nedostatok timocnikov posunkového jazyka, ktorych sluzby méze zdravotnicky
systém vyuzivat. Na zaklade identifikovanych nedostatkov sme pripravili edukacny program zamerany
na poziadavky a principy efektivnej komunikacie s osobami so sluchovym postihnutim, ktory sme
testovali u Studentov oSetrovatelstva JLF UK v Martine. Tato intervencia v podobe pilotnych
edukacnych stretnuti sa stretla so zaujmom zo strany Studentov a priniesla pozitivne vysledky v podobe
zvyseného povedomia a lepsieho porozumenia Specifikam starostlivosti o tuto skupinu pacientov,
vratane komunikacie. Pre zlepSenie celkovej situacie a zaistenie efektivnej a bezpecnej starostlivosti
o osoby so sluchovym postihnutim v klinickej praxi su vsak nevyhnutné dalsie, predovsetkym systémové
opatrenia. Tieto by mali zahfnat systematické vzdelavanie zdravotnickeho personalu zamerané na
komunikaciu s touto skupinou pacientov, legislativne Upravy v oblasti dostupnosti timocnickych sluzieb
a sirSie vyuzivanie modernych komunikaénych technoldgii. Takéto opatrenia mézu vyrazne prispiet k

inkluzivnejSej a kvalitnejsej zdravotnej starostlivosti pre osoby so sluchovym postihnutim.
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Abstrakt

ALFA-tag v kombinacii so Specifickou anti-ALFA nanoprotildtkou predstavuje jeden z najlepsich
systémov oznacovania nativnych proteinov, so Sirokym uplatnenim v biologickych vedach. Kedze
nasim cieflom bolo vytvorenie modelu umozrujucemu vizualizaciu rozlicnych proteinov v realnom
Case a v zivej bunke, navrhli sme a skonstruovali sériu plazmidovych konstruktov, ktoré budu
zakladom pre vytvorenie permanentnych bunkovych linii, produkujucich NbALFA oznacenych

fluorescenénym proteinom.

KlGcové slova ALFA tag, nanoprotilatkami/nanobody, fluorescencné proteiny, plazmidy

Uvod

Rozli¢né epitopové tagy maju Siroké spektrum aplikacii v molekularneja bunkovej bioldgii, ¢i
uz pri detekcii, manipulacii, alebo precistovani proteinov. Jednym z najlepsich epitopov je tzv. ALFA-
tag, s minimalnou sekvenciou ,SRLEEELRRRLTE", ktory bol racionalne navrhnuty tak, aby
v kombinacii so Specifickymi nanoprotilatkami/nanobody (NbALFA) umoznil velmi efektivne

oznacovanie proteinov.
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ALFA-tag tvori maly a stabilny a-helix, ktory je funkény bez ohladu na jeho polohu v cielovom
proteine, ¢i uz u prokaryotickych, alebo eukaryotickych organizmov, funguje v nativnych aj
fixovanych vzorkach, dokonca aj pri pikomolarnych mnozstvach. Idealne sa hodi pre mikroskopiu s
vysokym rozliSenim, imunoprecipitaciu a Western blotting, alebo in vivo detekciu proteinoy,
efektivne jednokrokové purifikacie nativnych proteinov, ich komplexov, a dokonca zZivych buniek.

Specifické nanoprotilatky viaZice ALFA-tag boli pripravené imunizaciou ldm alpak prislusnym
peptidom. Nasledne boli vyselektované NbALFA s optimalnou afinitou. Po komplexnom selekénom
procese bola vybrana sekvencia, ktora bola eSte nasledne geneticky modifikovang, tak aby umoznila
napr. naviazanie fluoroforov (Gotzke et al., 2019).

Pri nasej praci na molekularnych nastrojoch, umoznujucich vizualizaciu dejov v redlnom case a v
zivej (nefixovanej) bunke, sme dosli k zaveru, ze vyuzitie AFLA-tag systému by bolo pre nds prinosom.
Preto sme navrhli a vytvorili sériu plazmidovych konstruktov kodujucich NbALFA spojenych linkerom
(3XGGS) s mNeonGreen (mMNG) (Shaner et al., 2013), respektive s miRFP68o (Matlashov ME, et al.,
2020). Ako vektor boli pouzité lenti-plazmidy pHAGE, umoziujice produkciu lentivirusového

vektora, ktoré niesli bud’hygromycinovu, alebo puromycinovu rezistenciu.

Material a metody

Postup prace pri konstrukcii navrhnutych plazmidov je zobrazeny na obrazku 1.

Diagram pracovného toku

Obr. 1Znazornenie po sebe nasledujucich krokov pracovného postupu.
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° PCR produkcia DNA fragmentov

Na produkciu DNA fragmentov bola pouzitda DNA polymeraza s proof reading aktivitou
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermofisher). Protokol koreSpondoval s odportcanim
vyrobcu. Pouzité primery su v zobrazené v tabulke 1. Konkrétne: Na produkciu NbALFA boli pouzité:
NbALFA-F a NbALFA [linker-R; na produkciu mNG: Linker/mNG-F a mNG-R a na produkciu
miRFP68o0: linker/miRFP680-F a miRFP680-R. Ako templat sluzili: pHAGE-puro-NbALFA-mScarlet,
pcDNA3.3-Term-RS-mNG-PEST a pmiRFP680-N1. Na samotnu amplifikaciu bol pouzity nasledujuci
program: Inicia¢na denaturacia: 98°C, 1 min; nasledovana 35 cyklami: denaturacia — annealing
- elongécia: 98 °C, 10 sec. - 55 °C, 20 sec. - 72 °C, 3 min. Potom findlna elongacia 72 °C, 10 min. a

chladenie na 4 °C az do vybratia PCR produktov.

Nazov primeru

Sekvencia primeru

NbALFA-F

GAAGCGGCCGCCACCATGGGCTCTGGTGATGCATCTG

NbALFA /linker-
R

GGAACCACCAGAACCACCAGAACCTCCGGTTGCGACGTTTTCCCCAGTGG

Linker/mNG-F

GGAGGTTCTGGTGGTTCTGGTGGTTCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC
ATG

mMNG-R

GAGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCCATC

linker/miRFP68
o-F

GGAGGTTCTGGTGGTTCTGGTGGTTCCGCGGAAGGCTCCGTCGCCAGGCAG
C

miRFP680-R GAGGGATCCTTACTCTTCCATCACGCCGATCTGAGTG
pHAGE-seq-F TCTCAAGCCTCAGACAGTGG
pHAGE-seq-R ACGCACACCGGCCTTATTCC

Tab. 1Zoznam a sekvencie primerov pouzitych pri konstruovani plazmidov.

° Overlapping PCR

Produkty prvej PCR boli nasledne pouzité ako templat pre overlapping PCR. Vyprodukované PCR
fragmenty boli navrhnuté tak, aby sa 3" koniec NbALFA sekvencie prekryval s 5'koncom mNG,
respektive miRFP68o fragmentu. Pri pouziti iba F-primeru pre NbALFA a R-primeru pre mNG,
respektive miRFP68o, dochadza k preferenénému pomnozeniu Usekov, ktoré sa spojili a vytvorili tak
sekvenciu, ktora je ohranicend F- aj R-primerom. Podmienky aj material pre overlapping PCR boli

zhodné s prvou PCR. Produkty tychto reakcii boli NbALFA-mNG a NbALFA-miRFP68o.
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° Gélova elektroforéza
Kontrola a analyza produktov PCR a overlapping PCR bola urobend pomocou gélovej elektroforézy

(Obr. 2). Bol pouzity 1,5% agardzovy gél (TopVision Agarose, Thermofisher) a DNA marker:
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermofisher).
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Obr. 2 Gélova elektroforéza produktov PCR a overlapping PCR. Fragmenty v Cervenych ramcekoch
predstavuju vzniknuty produkt overlapping PCR, ktory vznikol po spojeni 2 sekvencii a tie boli

nasledne pouzité na konstrukciu navrhnutych plazmidov.

° Restrik¢né Stiepenie fragmentov a vektorov

Pri produkcii fragmentov NbALFA-mNG aNbALFA-miRFP68o boli pouzité primery s
predpripravenymi restrikénymi miestami Notl a BamHI, ktoré sa nachadzaju aj vo vektore pHAGE.
NbALFA-mNG a NbALFA-miRFP68o boli teda nastiepené pomocou Notl a BamHI (Thermofisher),
navyse boli oSetrené metylacne senzitivnym enzymom Dpnl (Thermofisher), ktory odstranil
plazmidové templaty. Analogicky bol pomocou Notl a BamHI restrikénych enzymov nastiepeny
plazmid pHAGE, zaroven bol osetreny alkalickou fosfatazou (FastAP, Thermofisher), ktora zabrani

opdtovnému spojeniu prazdneho vektora pomocou ligazy.
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°Vyrezanie a izolacia z gélu

Nastiepené modifikované PCR fragmenty a vektor boli separované pomocou gélovej elektroforézy s
pouzitimtzv. LMT agarozy (2%) (Low-melt Agarose, Biotech), ktord umoznuje efektivnejsiu izolaciu z
gélu. Potom bol DNA band spravnej velkosti vyrezany a izolovany pomocou kitu NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up (Biotech), a to podla protokolu odporucaného vyrobcom.

° Ligacia

Opracované a precistené DNA fragmenty a vektor boli nasledne spojené pomocou ligazy (Rapid
ligation kit, Thermofisher). Bol pouzity protokol odporuc¢any vyrobcom. Inkubacia prebehla pri 22°C
cez noc.

° Transformacia

Liga¢na zmes bola transformovana do chemicky kompetentnych baktérii Stbl3 (One Shot Stbl3
Comp E. Coli, Thermofisher), pomocou heat shock protokolu odporucaného vyrobcom. Stbl3
baktérie znizuju percento rekombinacii a teda su vhodné aj na klonovanie do lenti-vektorov.
Transformované baktérie boli nanesené na agarové misky a inkubované cez noc v 37°C.

© Skriningova PCR

Vybrané bakteriadlne klony boli testované na pritomnost Ziaducich DNA konstruktov pomocou PCR
skriningu. PCR kit Go Taq G2 Green Master Mix (Lambda) v kombinacii s primermi pHAGE-seq-F a
PHAGE-seq-R (Pozri tabulku 1) boli pouzité podla odporucani vyrobcu. Na amplifikaciu bol pouzity
program: Inicia¢na denaturacia: 98°C, 5 min; nasledovana 35 cyklami: denaturacia — annealing -
elongacia: 98 °C, 10 sec. - 55 °C, 20 sec. - 72 °C, 40 sec. Potom finalna elongacia 72 °C, 5 min. a
chladenie na 4 °C az do vybratia PCR produktov. Analyza produktov skriningovej PCR bola urobena
pomocou gélovej elektroforézy (Obr. 3), za podobnych podmienok ako pri PCR na produkciu

fragmentov.

89



PHAGE-puro-NbALFA-mNG PHAGE-puro-NbALFA-miRFP680o

pPHAGE-hygro-NbALFA-mNG pPHAGE-hygro-NbALFA-miRFP680

13 16 17 21

Obr. 3 Gélova elektroforéza s produktmi skriningovej PCR. Zltymi pismenami su zvyraznené ¢isla

klonov s PCR fragmentom ocakavanej velkosti.

° Miniprep

Klony, ktoré vykazali pozitivny signal, teda band v ocakavanej velkosti, boli nasadené do 2 ml LB
média s antibiotikom a inkubované cez noc v trepacke pri 37°C a 400 RPM. Z vyrastenej bakteridlnej
suspenzie bola vyizolovana plazmidova DNA pomocou kitu Purelink Quick Mini (Thermofisher), podla
odporutéani vyrobcu. Cast Zivej bakteridlnej suspenzie bola zmie$ana v pomere 1:1 s glycerolom a
uloZena pri -8o °C ako bakterialny Stok.

° Sekvenacia

Vybrané klony boli nasledne osekvenované s vyuzitim primerov pHAGE-seq-F a pHAGE-seq-R
(sekvencia primerov je zobrazena v tabulke 1.), pomocou sekvenacného kitu BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Thermofisher). Ziskané sekvencie boli analyzované softvérom Chromas 2.5.

° Midiprep

Na finalnu pripravu skonstruovanych asekvenovanim overenych plazmidov v Ziaducej Cistote
a koncentracii bol pouzity NucleoBond Xtra Midi kit (Biotech). DNA bola izolovana z 5o ml

bakteridlnej suspenzie v LB s ampicilinom, podla odporucani vyrobcu.

Vysledky

Pomocou vyssie uvedeného protokolu boli zostrojené nasledujuce konstrukty: pHAGE-puro-
NbALFA-mNG, pHAGE-puro-NbALFA-miRFP68o, pHAGE-hygro-NbALFA-mNG, pHAGE-hygro-
NbALFA-miRFP680. Podrobnosti su zobrazené na obrazku 4.
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Obr. 4 Mapy konstruktov: A) pHAGE-puro-NbALFA-mNG, B) pHAGE-puro-NbALFA-miRFP680o, C)
pHAGE-hygro-NbALFA-mNG, D) pHAGE-hygro-NbALFA-miRFP68o

Ide o sériu plazmidov, z ktorych kazdy kdéduje anti-ALFA nanoprotilatky oznacené bud' zelenym
fluorescenénym proteinom mNG, alebo infratervenym fluorescenénym proteinom miRFP68o.
Jednotlivé plazmidy sU pomnozitelné v baktériach, ktoré maju znizenu rekombinacnu aktivitu, napr.
Stbl3. Uz v epizomalnej forme suU schopné expresie v eukaryotickych bunkach, ale predovsetkym je
mozné pomocou nich vyprodukovat lenti-vektory, ktoré dokazu integrovat nesenu informaciu do
genomu eukaryotov. Pre selekciu v eukaryotoch nesu jednotlivé plazmidy bud’hygromycinovu, alebo

puromycinovu rezistenciu.
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Diskusia

Potencidlne uplatnenie ALFA tag systému v rozli¢nych podoblastiach bioldgie, vratane
komplexnych mikroskopickych technik je extrémne Siroké (Potlapalli, et al. 2024; Stover L, et al,,
2024; Rudd-Schmidt JA, et al., 2022; Akhuli D, et al., 2022). Pripravené konstrukty nam rozsirili
moZznosti pouzitia jednotlivych vinovych diZok pri planovani experimentov na zelené a infralervené
vinové dizky, ked%e pévodny konstrukt, z ktorého sme vychadzali bol v oblasti oranZového spektra
(pHAGE-puro-NbALFA-mScarlet).

Vyprodukované plazmidy budu nasledne pouzité pre tvorbu lentivirusovych vektorov a po
transdukcii na tvorbu permanentnych bunkovych linii, ktoré umoznia mikroskopické pozorovania
proteinov nasho zaujmu, oznacenych ALFA-tagom. Protokol na pridavanie ALFA-tagu, ¢i uz na N,
alebo C koniec proteinu, mame v laboratoriu zoptimalizovany a plne funkény.

Niektoré bunkové linie, ktoré boli vygenerované s pouzitim vyssie opisanych konstruktov uz boli
pouzité v experimentoch zameranych bud na popisanie tvorby a transportu extracelularnych vezikul
(Bare Y, 2025), alebo popisanie prieniku SARS-CoV-2 viriénov do permisivnej bunky (Lebrun S, 2025).

Aj tieto nase vysledky poukazuju na vysoku verzatilitu, praktickost a funkénost ALFA-tag systému.

Financovanie
Tato praca vznikla vdaka financnej podpore grantu VEGA 1-0261-22: Priprava molekulovych
nastrojov umoznujucich sledovanie ¢asovo-priestorovej dynamiky vstupu SARS-CoV-2 do bunky

pomocou 3D mikroskopie s vysokym rozliSenim a v realnom case.
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Leptin ako uremicky solut u dialyzovanych pacientov
(pbvodna praca)

Hudecova S*., Stancik M.*
*1. Interna klinika, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt

Chronicka choroba oblic¢iek je celosvetovo jednym z najpalcivejSich medicinskych problémov
sucasnosti. Tento projekt prezentuje explorativnu studiu realizovanu na 82 pacientoch rozdelenych
na kontrolny podskupinu tvorenu 5o nedialyzovanymi pacientami prijatymi za U¢elom realizovania
koronarografického vySetrenia a 32 dialyzovanymi pacientami v cielovej podskupine. Primarnym
ciefom bolo overit zaradenie leptinu medzi uremické toxiny a objasnit vplyv parametrov adekvatnosti
dialyzy na jeho koncentracie. Sekundarnym cielom je objasnenie vztahu glomerularnej filtracie s
hladinou leptinu. V pripade leptinu sme nepozorovali Statisticky vyznamné zvysenie hladiny leptinu.
Regresnd analyza ziskanych dat potvrdila inverznd asociaciu leptinémie s parametrom
adekvatnosti dialyzy Kt/V, pricom tato asocidcia bola viazana na zenské pohlavie. Asociadcia

glomerulovej filtracie s leptinémiou bola inverzna.

Klbcové slova: Leptin; Dialyza; Uremicky solUt; Uremicky toxin.

Uvod

Leptin je Siroko distribuovany vroznych tkanivach aje vylu¢ovany hlavne oblickami ().
Uloha obli¢iek v klirense hladin leptinu suvisi s elevaciou hladin leptinu u pacientov s poskodenim
oblic¢iek a aj u pacientov s chronickou chorobou obliciek (2). Uz v roku 1999 bol objaveny Ucinok leptinu
ako promdtora syntézy transformujuceho rastového faktora 31, ktory sa spolupodiela na rozvoji
hypetrofickych a sklerotickych zmien obliciek v teréne diabetickej nefropatie (3, 4). Otazny je vplyv
leptinu na mortalitu pacientov v chronickom hemodialyzacnom programe. Doteraz publikované

Studie v tomto ohlade prinasaju kontradiktorne zavery (s, 6, 7).

Subor pacientov a metddy

Stddia je explorativna s transverzalnym dizajnom. Dovedna 82 subjektov bolo zaradenych do
ciefového ramena tvoreného 32 dialyzovanymi pacientami a do kontrolného ramena tvoreného
celkovo 5o nedialyzovanymi kontrolami indikovanymi na invazivne koronarografické vysSetrenie.
V skupine kontrol boli zahrnuti aj pacienti so znamou CKD Gi1 — G3b, bez akutneho poskodenia

oblic¢iek. U kazdého pacienta v cielovom ramene sa tesne pred realizaciou dialyzy odobrali vzorky
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krviv ramci pravidelnych mesacnych laboratérnych kontrol. Z tychto vzoriek krvi boli pomocou ELISA
kitov stanovené ranné koncentracie leptinu pomocou ELISA kit-u DRG EIA-2395. U kazdého pacienta
v cielovom ramene sme zistili hodnotu Kt/V pomocou automatizovaného systému merania
zalozeného na ureovej kinetike prostrednictvom systému integrovaného v dialyzacnom monitore
a vypocitali sme vysku ultrafiltracie za jeden tyzdiovy dialyzacny cyklus, na konci ktorého sme
realizovali odber krvi na stanovenie koncentracie leptinu. Suchy hmotnost sme u kazdého
dialyzovaného pacienta objektivizovali na principe impedancného merania telesnej kompozicie,
pricom meranie nebolo ani v jednom pripade starsie ako 3 mesiace.

U kazdého pacienta v kontrolnom ramene bola v den koronarografického vysetrenia rano po
prebudeni sa odobratd vzorka krvi, z ktorej sme koncentracie leptinu stanovovali pomocou
identickych ELISA testov, ako v pripade cielovej podskupiny. Vsetky vzorky krvi boli okamzite po
odobrati centrifugované za Ucelom separacie plazmy. Vzorky plazmy boli nasledne hlboko zmrazené.
K rozmrazeniu vzoriek doslo bezprostredne pred ich spracovanim presnym postupom stanovenym v
manualoch predmetnych ELISA kitov. U subjektov v kontrolnom ramene sme merali hodnotu
kreatininu a pomocou rovnice MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) sme vypocitali hodnotu
klirensu kreatininu.

Analyzy vysledkov sme realizovali s pomocou IBM SPSS Statistics v. 25.0. VSetky skumané
kontinudlne premenné sme testovali na pritomnost normalnej distribucie za pouzitia Shapiro-
Wilkovho testu a vizualnej inSpekcie kvantilovych diagramov. K problematike normalizacie sme
pristupovali v zmysle platnosti centralnej limitnej vety konzervativne, to znamena iba v pripade
nevyhnutnosti. Normalizacia premennych bola realizovand prostrednictvom transformacie
umocnenim a transformacie prirodzenym logaritmom. Pri vypocte Statistickej vyznamnosti diferencii
priemernych hodn6t meranych kontinualnych premennych t-testom sme prostrednictvom
Levenovho testu zistovali nehomogenitu variancii. V pripade naruSenia predpokladu homogenity
variancii sme na kompenzaciu pri merani Statistickej vyznamnosti rozdielov priemerov pouzili
Welchovu mutaciu t - testu. V pripade porovnavania binomialnych premennych pouzity bol chi -
kvadratovy test.

Vplyv kontinualnych a nominalnych nezavislych premennych na binomialnu zavislt premennu sme
analyzovali prostrednictvom binomialnej logistickej regresie. Predpoklad linearity sme testovali
pomocou Box-Tidwellovej procedury s naslednou Bonferroniho adjustaciou alfa Urovni. Vhodnost
modelu bola posudena pomocou Hosmerovho - Lemeshowho testu.

Suvislost medzi kontinudlnou dependentnou premennou a kontinualnymi a binomidlnymi
prediktormi sme zistovali pomocou postupného mnohopocdetného linearneho regresného
modelovania s doprednou selekciou premennych. Autokoreldciu sme detekovali Durbinovym-

Watsonovym testom. Linearitu vmodeli sme overovali observaciou rozptylového diagramu
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studentizovanych rezidui voci neStandardizovanym predikovanym hodnotam pre cely test ad hoc
a aj osobitne observaciou rozptylovych diagramov jednotlivych kontinudlnych premennych vodi
dependentnej premennej. Podmienku homoskedastickosti sme overovali observaciou identického
rozptylového diagramu studentizovanych rezidui vodi neStandardizovanym predikovanym
hodnotam, ako v pripade overovania predpokladu linearity. V pripade porusenia podmienky
homoskedastickosti sme postupovali metédou vazenej regresie najmensich Stvorcov (weighted least
square regression ang.). Kolinearitu sme testovali vypoctom faktora inflacie variancie. Neobvyklé body
sme vylucili vypoctom Cookovej vzdialenosti a pakového koeficientu. Pri konstrukcii linedrnych
regresnych modelov sme pouzili techniku doprednej eliminacie neefektivnych prediktorov. Vzhladom
na relativne maly pocet pripadov a na celkovy ciel realizacie regresnych modelov (detekcia asociacie
a jej smer a nie hladanie zastupnych parametrov predikcie dependnetnych premennych) sme vo
vysledkoch regresnych analyz neuvadzali presné hodnoty B koeficientov, ale ich 95 % konfidencné

intervaly.

Vysledky

Pomocou Welchovho t-testu sme medzi cielovou a kontrolnou podskupinou nedokazali
Statisticky vyznamné rozdiely v jeho koncentracii. Deskriptivne Statisticky opis zakladnych
skumanych charakteristik cielovej a kontrolnej podskupiny a p-hodnoty prislusnych Statistickych

testov su v tabulke 1.

Tabulkaa
Premenna Kontrolna skupina | Cielova skupina Hladina
vyznamnosti
(Studentov/Welchov t-test;
Chi kvadratovy test)
Pohlavie Muzi: 13 MuzZi: 20 p < 0,001
Zeny: 37 Zeny: 12
Diabetes mellitus Ano: 10 Ano: 15 p < 0,001
Nie: 40 Nie: 17
Vek 60,8 + 8,1 63,4 12,4 p = 0,309
Leptin (ng/mL) 18,08 + 16,70 27,40 30,30 p =0,429
eGFR (mL/minf1,73m2) 76,00 + 18,07 - -
Kt/V - 1,475 + 0,316 -
Ultrafiltracia/tyzden | - 8,31 4,89 -
(L)
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Za UCelom detekcie suvislosti medzi hodnotou eGFR a leptinémiou sme skonstruovali mnohopocetny
linedarny regresny model. Dependentnou premennou bola plazmaticka koncentracia leptiny,
prediktory boli vek, pohlavie, diabetes mellitus a hodnota eGFR. Durbinov-Watsonov test
nepreukazal pritomnost autokorelacie v naSom modeli (D-B = 2,032). Observaciou rozptylovych
diagramov sme potvrdili linearitu vztahu kolektivne medzi vSetkymi prediktormi a aj medzi
jednotlivymi kontinualnymi prediktormi a leptinémiou zvlast, avsak zistili sme porusenie podmienky
homoskedastickosti, preto sme v dalSej analyze pokracovali s pouzitim techniky vazenej regresie
najmensich stvorcov.

V analyzovanych datach sa nenachadzal ani jeden Statisticky vyznamny vplyvny, ¢i pakovy bod.
Vysledny regresny model Statisticky vyznamne predikoval leptinémiu (F(4,42) = 21,26; p < 0,001;
Adj.R* = 0,638), pricom eGFR a pohlavie boli Statisticky signifikantné kontribUtory. SUhrnna Statistika

regresného modelu je uvedena v tabulke 2.

Tabulka 2
Koeficienty®®
Standard. 95 % konfidencny interval pre
koeficienty B
Model Beta t Sig. Spodny Horny
1 (Konstanta) -1,209 ,233 -30,835 7,733
Vek =090 '/854 1398 '1385 /156
Glomerulova 1273 2,472 ,018 ,028 ,279
filtracia
Pohlavie ,665 5,572 ,000 5,724 12,224
Diabetes mellitus ,160 1,734 ,090 -,776 10,270

a. Dependentna premenna: Leptin

b.Véazena regresia najmensich stvorcov

Napokon sme skonsStruovali linedrny regresny model zavislosti leptinémie od parametrov
adekvatnosti dialyzy a premennych Vek, Diabetes mellitus a pohlavie. Postupovali sme metddou
doprednej eliminacie modelovych atributov. Vysledny model zahfriajuci premenné pohlavie a Kt/V bol
Statisticky vyznamny (F(2,29) = 9,204; p < 0,001; Adj. R* = 0,346). SUhrnna Statistika modelu je

uvedena v Tabulke 3.
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Tabulka3
Koeficienty®®

Standard. 95 % konfidencny interval pre
koeficienty B
Model Beta t Sig. Spodny Horny
2. krok 3,417 ,002 26,684 106,251
Kt/V -,782 -4,009 ,000 -94,056 -30,512
Pohlavie (zeny) ,744 3,814 ,001 17,832 59,062

a. Dependentd premenna: Leptin
b.Véazena regresia najmensich Stvorcov

Rozdiely v predikovanych hodnotach leptinémie pomocou Kt/V u muzského azenského pohlavia zvlast

sU vizualizované v obrazkoch 1 a 2.
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Obrazok 2
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Regresné Ciary vazenej regresie najmensich stvorcov s vyznacenymi 95 % konfidenénymi intervalmi,
zvlast pre jednotlivé pohlavia, vo vztahu k realne pozorovanym hodnotdm leptinémie sU znazornené

na obrazku 3.
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Diskusia
V pripade leptinu tak deskriptivne - Statistické, ako aj analytické postupy nezistili asociaciu

hyperleptinémie a chronickej dialyzy. Treba vSak poznamenat, ze cielova podskupina bola tvorena iba
32 pacientami a jej rozdelenie na podklade Urovni biomidlnych premennych v regresnom modeli
zakonite viedlo k nadmernej kompartmentalizacii modelu, ktorého désledkom je spravidla zvysenie
detekéného prahu zachytenia existujicej asociacie. Z vizualneho porovnania hodnét leptinémie
medzi kontrolnym a cielovym suborom vyplyva, Ze pozorované leptinémie boli u dialyzovanych
pacientov vyssie, aj ked prah Statistickej vyznamnosti nebol prekro¢eny. Hodnota smerodajnej
odchylky leptinémie v cielovom subore vyssia ako je priemerna hodnota leptinémie moze byt
prejavom existencie takejinterakcie, ktord v relativne malom ciefovom sUbore asociaciu leptinémie s
chronickou dialyzacnou lie¢bou maskuje. Tento predpoklad potvrdzuje vysledok linearnej regresnej
analyzy predikcie leptinémie u nedialyzovanych kontrol. Z tejto analyzy vyplyva, ze pritomnost
zenského pohlavia je zasadnym spo6sobom asociovana s vysSou leptinémiou. VysSie koncentracie
leptinu u Zenského pohlavia su dobre znamym faktom uz viac ako dve desatrocia (8).

Z deskriptivne Statistického porovnania kontrolnej a cielovej podskupiny vyplyva, Ze percentudlne
zastUpenie zien u kontrol bolo Statisticky vyznamne vysSie ako v cielovej podskupine. Prave
nerovnomernost zastUpenia pohlavi medzi ciefovou a kontrolnou podskupinou by v naSom subore
mohla byt faktorom maskujucim asociaciu leptinémie s chronickou dialyzaénou lie¢bou. Podobne by
Ulohu mohla zohravat aj nerovnomernost zastUpenia diabetikov. V tomto pripade nase data ale
neukdzali o¢akavanu asociaciu leptinémie a pritomnosti diabetes mellitus. Tu vSak treba zdoraznit, ze
nase regresné analyzy nezohladnovali vplyv jednotlivych modalit liecby diabetes mellitus na
koncentracie skimanych adipocytokinov. Analyzované data ukazali existenciu inverznej asociacie
medzi hodnotou leptinémie a eGFR v kontrolnej podskupine.

Analyza vztahu leptinémie a parametrov adekvatnosti dialyzy ukazala, Ze jedine hodnota Kt/V a nie
hodnota UFw mala vplyv na leptinémiu, pricom tato asociacia bola inverzna. vV tomto pripade moze
teoreticky ist o vysledok vplyvu asociacie obezity s vyssimi hodnotami leptinémie, u ktorych mézeme
hypoteticky predpokladat nizsie dosiahnuté hodnoty Kt/V. Nakolko ale merania suchej hmotnosti vo
analyz ako premennu nezahrnuli. Na zaklade vizualizacie regresnych Ciar vazenej regresie najmensich
Stvorcov pre jednotlivé pohlavia zvlast mozno konstatovat, ze asociacia Kt/V a leptinémie je u
podskupiny muzov vzhladom na disperziu jednotlivych pripadov velmi pochybng, hoci diagnostiky
pritomnosti pakovych bodov formalne nepotvrdili ich pritomnost. Rozdelenie kohorty tvorenej 32
pripadmi na dve podskupiny je uz zo Statistického hladiska nevyhnutné hodnotit ako nadmernu

kompartmentalizaciu dat.
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Zaver

V pripade leptinu sme zakladnymi deskriptivne Statistickymi metddami u dialyzovanych
pacientov nezistili Statisticky vyznamne zvysené koncentracie. U nedialyzovanych pacientov sme
dalej dokazaliinverznu asociaciu eGFR s leptinémiou. Analyzou dat v kontrolnej podskupine sme zistili
asociaciu zenského pohlavia so zvySenou leptinémiou. Tento vztah vzhladom na maly rozsah cielovej
podskupiny nebolo mozné zohladnit pri regresnej analyze vztahu leptinémie a parametrov
adekvatnosti dialyzy a mohol byt faktorom maskujucim charakter leptinu ako uremického solUtu.
Observacia regresnych ¢iar modelu predikujuceho leptinémiu na zdklade hodnoty Kt/V naznacuje, ze
prave nerovnomernost zastUpenia pohlavi medzi cielovou a kontrolnou podskupinou je faktorom
maskujucim asociaciu leptinémie s chronickou dialyzacnou liecbou. Predpoklad tejto asocidcie sa
v nasom subore sa na zaklade analyzy dat zda byt validny u Zenského pohlavia, nie vsak u muzov.

Asociacia leptinémie a Kt/V je pritom inverzna.
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Maligny melanoticky tumor z obalov periférnych nervov
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Abstrakt

Prezentacia pripadu zriedkavého melanin produkujuceho neuroektodermalneho tumoru z obalov
periférnych nervov vyrastajuceho z korefia miechy u 62 ro¢nej zeny. Podla nasich vedomostiide o prvy
publikovany pripad na Slovensku. Vzhladom k raritnosti neexistuju Standardné postupy pre liecbu
pacientov s tymto typom tumoru. Rovnako je délezita aj spravna diagnostika vzhladom k tomu, ze
tumor moze byt lahko zameneny za melandm, ktory si vyzaduje iny terapeuticky pristup. Vacsinou
bol opisovany ako nador s indolentnym spravanim, avSak nedavne publikacie poukazuju na jeho
agresivitu s ¢astymi recidivami a metastatickym potencidlom o viedlo k jeho preklasifikovaniu na

maligny.

Kldcové slova: (maligny melanoticky tumor z obalove periférnych nervov, Carneyho komplex,

PRKAR1 gén)

Uvod

Maligny melanoticky tumor zobalov periférnych nervov (MMNST) je zriedkavy tumor
vznikajuci z melanin produkujicich Schwanovych buniek periférnych nervov autondmneho
nervového systému alebo nervov miechy. Jeho vyskyt je sporadicky alebo moéze byt sucastou
Carneyovho komplexu, familiarneho syndrému charakterizovaného vyskytom viacpocetnych
neoplazii (pigmentové lézie, myxomy, endokrinné tumory, poruchy endokrinnych organov). V
minulosti bol povazovany za nador s nejasnym biologickym spravanim avsak podla sucasnej WHO je
klasifikovany ako maligny nador s prevazne agresivnym spravanim. Vo vacsine pripadov je v nadore
zachytena mutacia PRKAR1A génu resp. strata expresie rovhomenného proteinu ¢o moze byt
napomocné pri diagnostike.
Klinicka prezentacia pripadu
62-ro¢na zena, stazujuca sa mesiac trvajucu bolest vystrelujucu do pravej inguiny a pravej dolnej

koncatiny, s pocitom intermitentnej svalovej slabosti dolnej koncatiny snegaciou hypestézie (i
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problémov s mocenim. V anamnéze uvadza hypotyredzu a DM 2 typu na peroralnej liecbe. Po
realizacii MR vysetrenia bol najdeny tumor canalis sacralis v oblasti S2-S3 s propagaciou do foramen
sacrale S2 vpravo. OSetrujucim lekarom bola navrhnuta embolizacia tumoru a o pat dni nato operacné
rieSenie na neurochirurgickej klinike. Pocas operacie bola tupo odpreparovana tumorézna masa
vyrastajuca z odstupu korena S2 bez poskodenia inych nervovych Struktur. Tumor bol odstraneny cely
a odoslany na histopatologické vySetrenie. Po operacii pacientka vyssie opisané symptédmy neguje.
Histopatologické vySetrenie

Makroskopicky iSlo o pomerne ohranic¢eny tumor, ovéalneho tvaru, priemeru 3cm, na reze regresivne
zmeneny, hnedociernej farby s cystickou degeneraciou. Histomorfologicky bol nador neopuzdreny
tvoreny z vretenovitych ako aj polygonalnych buniek s vezikularnymi jadrami s napadnymi jadierkami
bez mitotickych figur. V asti buniek boli v cytoplazme obsiahnute granula melaninového pigmentu.
V tumore boli zachytené pocetné psamomatdzne telieska aregresivne zmeny vzmysle krvacania
a nekrobidzy. Imunohistochemicky nadorové bunky vykazovali expresiu Sioo proteinu, SOX10
a MelanA a negativitu expresie PRKAR1, proliferacny index Ki67 bol do 10% . Dodato¢ne bolo
realizované molekularne genetické vysetrenie na stav mutacie BRAF génu metddou rtPCR za Ucelom
vylucenia maligneho melandmu ¢o potvrdil negativny nalez (bez mutacie BRAF V60oE). Zaver
histopatologického vySetrenia bol maligny melanoticky tumor z buniek obalov periférnych nervov.
Nasledne bolo u pacientky realizované PET CT vysetrenie bez nalezu dalSich nadorovych lozisk,

v sucasnosti je pacientka v dlhodobom sledovani.

Diskusia

MMNST je raritny tumor vznikajuci z nervov miechy alebo autonémneho nervového systému
najcastejsie v blizkosti stredovej osy, zriedkavejsie mdze postihovat gastrointestinalny trakt, kosti,
makké tkaniva, srdce, bronchy, pecen a kozu (Chetty et al., 2005). Jeho typickou prezentaciou je
bolest, senzorické poruchy a symptomatoldgia vyplyvajuca z expanzivneho rastu tumoru. Ide o nador
dospelého veku Castejsie postihujuci Zeny, pricom pacienti s Carneyovym komplexom byvaju mladi
viacpocetnych tumorov ide zvycajne o asociaciu s Carneyovym komplexom. Makroskopicky su dobre
ohranicené, mozu byt parcialne opuzdrené a typicky vyrazne pigmentované casto s cystickymi
zmenami. Nadorové bunky su variabilného tvaru od vretenovitych az po polygonalne, usporiadané do
kratkych pruhov alebo solidnych zhlukov s pritomnostou melaninového pigmentu. Jadra byvaju
ovalneho tvaru s malymi jadierkami s eozinofilnou cytoplazmou, zriedkavejSie m6ézu naopak
vykazovat hyperchromaziu s napadnymi jadierkami. V priblizne 50% pripadov su pritomné
psamomatozne telieska, mitdzy a nekrdzy su menej ¢asté (Folpe et al., 2020) . Imunohistochemicky

nador silno exprimuje S100 protein a SOX10 a melaninové markery ako HMB45, MelanA a tyrozinazu.
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Typickou byva strata expresie PRKAR1 proteinu ¢o ma zasadny vyznam pri stanovovani diagndzy
(Wangetal., 2015). SU¢asna WHO klasifikuje vsetky MMNST ako maligne nadory, avsakich biologické
spravanie je tazké predpovedat. V minulosti boli tieto nadory oznacované ako nadory s nejasnym
biologickym spravanim a s nizkym metastatickym potencidlom (Carney, 1990). Avsak nedavne
kazuistiky ukazuju na agresivne spravanie s ¢astou lokdlnou recidivou a metastazovanim v 26-44%
pripadov (Wang et al., 2015, Tores-Mora et al., 2014). Okrem toho len 53% pacientov s viac ako 5
ro¢nym sledovanim bolo reportovanych bez recidivy ochorenia (Khoo, 2016), ¢o poukazuje na potrebu
dlhodobého sledovania tychto pacientov aby bolo mozné Uplne vylUcit metastatické riziko. Dodnes

neexistuju Standardné postupy pre lie¢bu tychto zriedkavych tumorov.
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Obrazova priloha

Obr.2 Histomorfologicky obraz, farbenie HE obr.2A, zvadsenie 10x, prekrvacany tumor s pocetnymi
polygonalnymi bunkami s obsahom napadného hnedého pigmentu v cytoplazme. Histochemické
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farbenie obr. 2B, melanin, zvaSenie 10x, pozitivne bunky znazornené <dciernou farbou.
Imunohistochemické farbenie obr. 2C, zvacsenie 10x, dokaz expresie SX10. Imunohistochemické

farbenie obr.2D, zvacsenie 10x, dokaz Melan A v nadorovych bunkach.
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Abstrakt

Cielom Studie je sledovat rozdiely v hustote lymfatickych kapilar koze a expresii VEGF — C a VEGFR3 v
roznych topografickych oblastiach ludského tela. V $tudii bolo spracovanych celkovo 110 vzoriek zdravej
koze odobratych zo 16 topografickych oblasti ludského tela. Na identifikaciu lymfatickych kapilar bola
pouzitd imunohistochemickd analyza s Monoclonal Mouse Anti-Human D2-40, expresiu VEGF-C sme
detekovali pomocou Mouse Monoclonal Anti-VEGFC antibody [197CT7.3.4] a VEGFR3 pomocou Mouse
Monoclonal Anti-VEGF Receptor 3 antibody [44CT92.4.4]. Kvantitativna analyza bola realizovana
morfometrickym softvérom QuickPhoto Micro. Vysledky potvrdili signifikantnt regionalnu variabilitu
v hustote lymfatickych kapildr v zdravej kozi. Najvyssia hustota lymfatickych kapilar plexus subpapillaris

T

v expresii VEGF-C a VEGFR3. Expresia VEGF — Ca VEGFR3 bola vyssia v epidermis ako v dermis zdravej koze.

Klbcove slova: lymfatické kapilary, epidermis, dermis, podoplanin, VEGF-C, VEGF-R3

Uvod

Lymfaticka mickrocirkulacia koze je vytvorend obdobne ako krvna mikrocirkulacia v dvoch spletiach: plexus
lymphaticus subpapillaris et plexus lymphaticus reticularis. Vasa lymphocapillaria zacinaju svojimi slepymi
koncami v dolnych castiach dermalnych papil a pokracuju do povrchovej splete — plexus lymphaticus
subpapillaris. Z tejto spleti pokracuju lymfatické kolektory — vasa lymphatica do hlbokej spleti — plexus
lymphaticus reticularis (Ryan et al., 1986; Skobe et Detmar, 2000; Standring et al., 2008).

Tvorba novych lymfatickych ciev alebo ich prestavba sa nazyva lymfangiogenéza. Pre regulaciu
lymfangiogenézy su dolezité predovsetkym vaskularne endotelové rastové faktory: VEGF-C a VEGF-D,
viazuce sa na tyrozinkinazovy receptor VEGFR-3, exprimovany na lymfatickych endotelovych bunkach.
Pre vyvoj lymfatickych ciev pocas embryonalneho vyvoja je dolezity hlavne VEGF-C, na postnatalnej
lymfangiogenéze sa podielaju oba faktory, aj ked aj tu prevazuje VEGF-C (Jussila et Alitalo, 2002;
Christiansen, et al., 2011).

Vzhladom na to, ze v dostupnej literature chybaju informacie o tom, ¢i existuje regionalna variabilita v
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hustote lymfatickych kapilar, podobne ako pri krvnej mikrocirkulacii, cieflom tejto Studie je sledovat
kvantitativne rozdiely v plexus lymphaticus v roznych topografickych oblastiach ludského tela a porovnat

expresiu VEGF — C a VEGFR3 v epidermis a dermis.

Material a metody

V nasej studii bolo spracovanych celkovo 110 vzoriek zdravej koze odobratych zo 16 topografickych
oblasti [udského tela. Vzorky boli odobraté z kadaverov uréenych na anatomickd pitvu (112 muzov vo

veku medzi 51—77 rokov a 4 Zeny vo veku medzi 42 az 82 rokov) bez kozného ochorenia v anamnéze.

Imunohistochemickd analyza

Na identifikaciu lymfatickych kapilar (obrazok 1) bola pouzita protilatka Monoclonal Mouse Anti-Human D2-

40 (Clone D2-40, Dako, Denmark A/S), ktora sa viaze na podoplanin — transmembranovy sialoglykoprotein

povazovany za spolahlivy marker lymfatickych endotelialnych buniek v kozi. Expresia VEGF-C (obrazok 2)

bola analyzovana pomocou protilatky Mouse Monoclonal Anti-VEGFC antibody [197CT7.3.4] (Abcam,

ab191274, United Kingdom), VEGFR3 (obrazok 3) pomocou protilatky Mouse Monoclonal Anti-VEGF

Receptor 3 antibody [44CT92.4.4] (Abcam, ab72240, United Kingdom) (Abcam, 2018).

Imunohistochemicka analyza bola vykonana pomocou automatizovaného farbiaceho systému Autostainer

Link 48 (Dako). Ako detekény systém bol pouzity Dako EnVision Flex, High pH, pricom chromogénmi boli

diaminobenzidin (DAB) a magenta. Kontrastné dofarbenie bolo realizované hematoxylinom (EnVision FLEX

Hematoxyin, Dako).

Morfometrické vyhodnocovanie

Kvantitativna analyza bola uskuto¢nend pomocou morfometrického softvéru QuickPhoto Micro (Promicra,

Ceska republika). Digitalne obrazy boli analyzované na zéklade nasledovnych parametrov:

- percentudlna plocha lymfatickych endotelovych buniek — podiel podoplanin-pozitivnej plochy
vzhladom na celkovu plochu obrazu alebo Standardizovanu plochu dermis

- percentualna VEGF-C pozitivna plocha — podiel VEGF-C pozitivnej oblasti vzhladom na celkovu plochu
obrazu alebo standardizovanu plochu dermis

- percentudlna VEGFR3 pozitivna plocha — podiel VEGFR3 pozitivnej oblasti vzhladom na celkovu plochu

obrazu alebo standardizovanu plochu dermis.
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Obrazok 1 Detekcia lymfatickych kapildr v zdravej kozi. Imunohistochemické farbenie s Monoclonal Mouse

Anti-Human D2-40 (Clone D2-40, Dako, Denmark A/S).

Obrazok 2

Expresia VEGF-C v zdravej kozi.
Imunohistochemické farbenie s
Mouse Monoclonal Anti-VEGFC
antibody [197CT7.3.4] (Abcam,
ab191274, United Kingdom).

Obrazok3

Expresia VEGFR3 v zdravej kozi.
Imunohistochemické farbenie s
Mouse Monoclonal Anti-VEGF
Receptor 3 antibody [44CT92.4.4]
(Abcam, ab72240, United
Kingdom)
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Vysledky

Morfometrické vyhodnocovanie plochy endotelovych buniek lymfatickych kapilar na zaklade
imuohistochemickej detekcie v Standartnej ploche pars papillaris dermis potvrdilo signifikantnd
regionalnu variabilitu v percentudlnom zastUpeni plochy lymfatickych endotélii (vid' tabulka 1).

Najvyssia hustota lymfatickych kapilarbola v regio abdominis, najnizsia na dorsum manus.

Tabulka ¢ 1. Percento podoplanin pozitivnej plochy v jednotlivych topografickych oblastiach v pars

papillaris dermis v zdravej kozi.

regio % podoplanin pozitivnej plochy
(n =110) - plocha lymfatickych endotelii
regiones faciei 0,552+ 0,346
regiones thoracis 0,578 + 0,285
regiones abdominis 0,842 0,179
regiones dorsi 0,485+ 0,172
regio brachialis anterior 0,704 + 0,195

regio brachialis posterior

0,610 + 0,185

regio antebrachialis anterior 0,668 + 0,258
regio antebrachialis posterior 0,716 £ 0,249
palma manus 0,388 £ 0,104

dorsum manus

0,140 £ 0,077

regio glutea 0,641+ 0,145
regio femoris anterior 0,498 + 0,085
regio femoris posterior 0,408 £ 0,264
regio cruris anterior 0,495 + 0,085

regio cruris posterior

0,825+ 0,092

dorsum pedis

0,486 + 0,238

Kruskal -Wallis test

p < 0,0001

V tabulke 2 s uvedené percentd VEGF-C pozitivnejplochy v jednotlivych topografickych oblastiach
v epidermis a dermis. Statistickd analyza potvrdila regionalnu variabilitu v expresii VEGF- C v
dermis, a tiez signifikantne vyssSiu expresiu VEGF-C v epidermis ako dermis. Tabulka 3 uvadza
percento VEGFR3 pozitivnej plochy v zdravej dermis et epidermis. Statistickd analyza potvrdila
regionalnu variabilitu v expresii VEGFR3 v epidermis aj dermis dermis, a tiez signifikantne vyssiu

expresiu VEGFR3 v epidermis ako dermis.
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Tabulka ¢ 2. Expresia VEGF-Cv epidermis a dermis v zdravej kozi.

regio % VEGF- C % VEGF- C

(n =110) pozitivnej plochy v epidermis  |pozitivnej plochy v dermis
regiones faciei 5,618 + 1,843 3,238+ 0,989
regiones thoracis 5,279 * 2,874 3,563+ 2,375
regiones abdominis 4,566 + 1,519 2,925+1,409
regiones dorsi 5,395 * 3,059 4,111+ 1,540
regio brachialis anterior 3,829+ 2,148 2,610 + 0,698
regio brachialis posterior 3,799 £ 2,180 2,269 £ 0,546
regio antebrachialis anterior 4,553 £ 1,817 2,196 + 1,565
regio antebrachialis posterior 4,553 £1,601 2,657+ 0,537
palma manus 4,125+ 0,387 2,522 +1,209
dorsum manus 4,095 + 1,506 3,444 1,161
regio glutea 4,387 £ 0,913 2,637+ 1,500
regio femoris anterior 4,535 2,719 2,786 + 1,348
regio femoris posterior 3,486 + 0,663 2,894 + 0,597
regio cruris anterior 3,892+ 2,238 2,374 +1,206
regio cruris posterior 4,446 £ 1,243 2,639+ 1,454
dorsum pedis 6,115+ 1,519 4,801 +1,138
Kruskal -Wallis test p=0,286 p=0,025

Tabulka ¢ 3. Expresia VEGFR3 v epidermis a dermis vzdravej kozi.

regio % VEGFR3 pozitivnej plochy  [% VEGFR3 pozitivnej plochy
(n =110) v epidermis v dermis
regiones faciei 6,749 * 0,710 4,401 0,954
regiones thoracis 3,563 + 2,375 2,925+ 1,409
regiones abdominis 5,561 + 2,378 2,871+ 0,688
regiones dorsi 4,742 * 2,077 2,796 + 0,967
regio brachialis anterior 4,388 £ 1,741 2,215+ 0,911
regio brachialis posterior 4,038 £1,311 2,157 = 0,212
regio antebrachialis anterior 3,474 * 0,590 2,909 +1,229
regio antebrachialis posterior 4,128 + 0,827 2,658 £ 0,424
palma manus 5,111 + 1,578 4,201 + 1,984
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dorsum manus 4,320+ 1,298 2,644 + 0,702
regio glutea 4,155 = 0,649 2,312 £ 0,933
regio femoris anterior 3,971+ 1,546 2,737 £ 0,667
regio femoris posterior 3,364 * 0,700 2,631+ 0,255
regio cruris anterior 3,499 + 0,960 2,332 +1,083
regio cruris posterior 4,083 + 0,552 2,329 + 0,487
dorsum pedis 5,513 * 2,563 2,908 + 0,956
Kruskal -Wallis test p= 0,002 p= 0,004

Diskusia

Vysledky naSej studie potvrdili signifikantnu regionalnu variabilitu v hustote lymfatickych kapilar plexus
subpapillaris koze podobne ako je to sregionalnou variabilitou krvnych kapildr koze. Najvyssia hustota
krvnych kapilar sa zvycajne uvadza na palma manus et planta pedis, najnizia na dorsum pedis et regio cruris
anterior (Pasyk et al., 1989). Regionalna variabilita sa potvrdila aj v expresii VEGF-C a VEGFR3. Expresia
VEGF - C a VEGFR3 bola vyssia v epidermis ako v dermis zdravej koze.

Lymfaticky systém zohrava klGcovu Ulohu pri udrziavani rovnovahy tkanivovych tekutin a podiela sa na
imunitnych procesoch organizmu. Lymfatické cievy umozniuju prechod tekutin a vysokomolekulovych latok,
ktoré za normalnych okolnosti nemozu prestupovat stenou krvnych kapilar do krvného obehu, a preto su
transportované ako sucast lymfy. Objem tekutiny unikajucej z krvnych kapilar prevysuje jej spatny pritok,
pri¢om prebytocna tekutina vstupuje do lymfatickych ciev a nasledne je odvadzana do vendzneho systému.
Okrem tekutin lymfatické cievy odstrafuju z intersticia priblizne 25 — 5o % cirkulujicich plazmatickych
bielkovin a zabezpecuju ich navrat do Zilového systému (Ganong, 2002; Javorka et al., 2014).

V kozi sa nachdadzaju lymfatické kapilary, prekolektory a kolektory. Lymfatické kapilary slepo zacinaju v
papilach dermis resp. na rozhrani pars papillaris et reticularis dermis (Standring et al., 2008; Cihdk, 2016).
Lymfatické kapilary prebiehaju v tesnej blizkosti krvnych kapilar ich lmen je vSak vacsi (okolo 50-60 pm) a
znacne nepravidelny, a stena ovela tensia (50-100nm vs 2,5-3,5 um). Napriek tomu, ze krvné a lymfatické
kapilary sa nachadzaju v bezprostrednej blizkosti nikdy nevytvaraju anastomodzy (Skobe et Detmar, 2000).
Pre lymfatické kapilary je charakteristicka tensia endotelova vystelka ako v krvnych kapilarach, bazalna
membrana chyba alebo je inkompletna a jej stena nie je stabilizovana pericytmi. K abluminalnemu povrchu
endotelovych buniek lymfatickych kapilar sa vSak upinaju mikrofilamenty fibrilinu tzv. kotviace fibrily, ktoré
fixuju kapilaru k elastickym a kolagénovym vldknam v dermis a reaguju na zmeny v intersticiu. V pripade
zvySeného tlaku v intersticiu, napriklad pri edéme, sa tahom kotviacich fibril kapilary otvaraju (zvacsuju svoj

[Umen) a zvacsuju sa aj Strbiny medzi endotelovymi bunkami, ¢im sa vyrazne zvysi permeabilita cievnej steny
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(Gerli et al., 2000; Skobe et Detmar, 2000; Baluk et al., 2007; Lullmann-Rauch, 2012; Lund et al., 2016).
Endotelové bunky lymfatickych kapilar sa tvarom podobaju dubovému listu a nie st medzi sebou tak pevne
spojené ako v krvnych kapilarach. Vytvaraju ventilové spojenia (Lullmann-Rauch, 2012) tzv. ,button like
junctions" (Baluk et al., 2007) alebo ,,overlapping intercellular junctions" (Skobe et Detmar, 2000), ktoré su
jedinecné a typické iba pre lymfatické kapildry. Vybezky susednych endotelovych buniek lymfatickych
kapilar sa vzajomne prekryvaju a funguju ako ventily. (Skobe et Detmar, 2000; Baluk et al., 2007; Lullmann-
Rauch, 2012).

Collectores lymphatici maju podobné usporiadanie cievnej steny ako malé Zily (Lullmann-Rauch, 2012). Maju
vytvorenu suvislt bazalnu membranu, na ktoru nasadaju podlhovasté ovalne endotelové bunky, ktoré maju
nielen iny tvar ako endotelové bunky kapilar, ale aj expresiu génov, nakolko v ovela mensej miere exprimuju
LYVE-1 a VEGFR-3 (Baluk et al.,, 2007). Tenka svalova vrstva v stene lymfatickych kolektorov umoziuje
rytmické kontrakcie a systém chlopni zasa zabraruje retrogrdadnemu toku lymfy (Lullmann-Rauch, 2012;
Lund et al., 2016). Je zaujimavé, ze tela subcutanea nema vlastné lymfatické cievy (Skobe et Detmar, 2000).

V zdravej ludskej kozi nepodlieha lymfaticka cirkulacia vyraznym zmenam.
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Nehojaci sa ulkus predkolenia, zaujimavy problém etiopatogenézy

Kolencikova P.**, Adamicova K. 2
1. Konzultaéné centrum bioptickej diagnostiky koZnych ochoreni na Ustave patologickej anatomie
Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave
2. Ustav patologickej anatémie Jesseniova lekarska fakulta v Martine,

Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt

Chronicky, niekedy recidivujuci vred dolnych koncatin ma roznu etiopatogenézu a podla priciny aj
modifikovany zakladny histopatologicky obraz. Vred predkolenia vo varikdznom teréne ma svoje
zakladné usporiadanie a to nepravidelny tvar, nekroticku debris v centre, proliferativne a produktivne
okraje. Spodina je tvorena granulaciami, hoji sa pomaly a Casto ostava povlecena hnisavou
membranou. Obcas hnilobne zapacha. Tento obraz nerobi zavazné diferencialno diagnostické
problémy. Patolog bioptik vsak ma povinnost najst konkrétne zmeny, ktoré mu umoznia spresnit
diagndzu vredu a tym pomoct terapii (vaskulitidy, pyoderma gangrenosum, infekcie, trauma, iné).

V nasom prispevku prezentujeme nezvycajné histopatologické zmeny u pacienta s chronickym
opakujucim sa vredom predkolenia. Bioptické vysetrenie a kompletizované anamnestické a klinické
Udaje dali odpoved na pri¢inu nehojaceho sa vredu predkolenia. ISlo o vytrusovy prach vytrusnych

rastlin, najma plavuna obycajného.

Kldcové slova: chronicky ulkus predkolenia, vytrusovy prach plavuna obycajného

Uvod

Vred predkolenia (ulcus cruris) je strata koznej substancie, ktora zasahuje r6zne hlboko do
podkozia. Ide o chronickt ranu s dobou hojenia trvajucou viac nez 6 tyzdnov. Vznika nasledkom
zavaznych trofickych zmien tkaniva predtym poskodeného predchadzajucim ochorenim najcastejsie
vaskularnym. Postihuje pacientov v starsom veku a ide ¢asto o polyetiologické ochorenie (Wu, 2025),
pri¢om najcastejSou pricinou (85 %) vzniku vredu v tejto oblasti sU primarne varixy, i flebotrombdza
(ulcus cruris venosum), z arteridlnych pricin vznika cca 10 % vredov a 5 % vredov ma iné priciny
(Pospisilova A, 2022).
Iné pric¢iny mozno rozdelit do niekolkych skupin: a) iné cievne priciny — lymfatické cievy, b) nadorové
priciny - spinocelularny karcinom, bazocelularny karcinom, maligny melaném, lymfémy, metastazy,

c) prejavy infekcie — huby, baktérie, mykobaktérie, parazity, d) autoimunne mechanizmy - vaskulitidy,
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ing,

e) zkrvnych pricin — hematogénne a koagulacné, f) zinych pric¢in - metabolickych pricin, z
neuropatickych ochoreni, ¢i so zmieSanou patogenézou (PospiSilova A, 2008). V oblasti predkolenia
mozno najst aj vredy po traume (zvycajne, bez komplikacii a hojenie je rychlejsie), (Kopal T, 2009) a aj
chronicky vred bez zndmej etiopatogenézy a s astymi problémami pri hojeni a to ulcerdzny prejav
pyoderma gangrenosum (neinfekéna neutrofilnd dermatdza), histopatologicky diagnostikovana per
exclusionem (Colonje et all. 2012). Histopatologicky obraz chronického ulkusu koZze je pomerne

uniformny.

Histopatologicky obraz vredu koze

Na povrchu vredu nachadzame vrstvu zloZzenu z exsudovaného fibrinu a lekocytov. HibSie sa nachadza
vrstva bohatd na kapilary, medzi ktorymi je hojny pocet leukocytov, lymfocytov, histiocytov a
plazmatickych buniek. Niekedy mozno sledovat kapilary, ktoré vytvaraju klfucky obratené konvexitou
hore. Epiderma na okraji ulkusu je zachovang, asto sa ohyba a previsuje do defektu. V kériu suU
dilatované kapilary a na hranici defektu je zapalovy infiltrat roznej aktivity. Najhlbsia vrstva je fibro-
angioblasticka, podla dizky trvania lézie aZ kolagenizovana. Fibroblasty su orientované zvycajne
kolmo na angioproliferativne cievy. Vaskularizacia a bunecnatost sa v chronickom vrede straca. Podla

etiologie a patogenézy sa tento zakladny obraz typicky meni (Brozman et all. 1968).

Kazuisticky pripad

Pacient narodeny v roku 1963, pred rokmi s vykonanou transplantaciou oblicky v sucasnosti na
dlhodobej systémovej imunosupresivnej terapii, mal pri prvom bioptickom vySetrené 60, a pri
opakovanom vysetreni 61 rokov. Prvé vysetrenie bioptizovalo lozisko na kozi pravého lytka s klinickou
dg. suponované erythema nodosum(?), ¢i vaskulitida (?). Histopatologicky obraz zodpovedal
prevazne lobularnej nekrotizujucej a fibrotizujucej zmiesanej panikulitide (obr. 1). Epiderma, ani
horna cast dermy v odoslanom materiali neboli zachytené. O viac ako pol roka nasledovala dalsia
biopsia zo susednej lokality, oznacena ako hlboky defekt koze pravého predkolenia, so suponovanim
klinickych dg. erythema nodosum ¢i pannikulitida. Histologicky obraz zodpovedal hlbokému
chronickému ulkusu, v povrchovej vrstve srozsiahlou nekrézou tkaniva. Pod nekrézou sanachadza
vyraznd nespecificka zapalova angioproliferativna a fibroproliferativna reakcia (obr.2). Napriek
vyraznej nekréze tkaniva bol zapalovy infiltrdt aktivneho zmieSaného charakteru disperzny a
nenapadny. Mimoriadnym nalezom na povrchu nekrotickej debris ulkusu bola kolekcia pocetnych
sférickych ¢i ovalnych Struktur v priemere cca 0,03 az o,04mm. Obal teliesok bol hruby, na vonkajsej
strane ojedinele s ostrymi vycnelkami. Centrum teliesok bolo prazdne, alebo obsahovalo rézne

pocetné drobné gulaté sStruktury (obr. 4, 5). PAS pozitivita nebola vyrazna, PAS s diastazou sa
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znazornovali iba omalo bledsie. V polarizovanom svetle Castice nevykazovali birefrakrétnost.
Predbezny zaver biopsie: Nalez sme hodnotili ako nespecificky nekrotizujici chronicky ulkus koZze
s mohutnou reaktivnou angioproliferativnou zénou v periférii od steny ulkusu. V nekrotickej debris so
(zatial) neznamymi strukturami plesfiového (?), rastlinného (?), ¢iiného (?) pévodu (obr. 3, 4). Chirurga
sme informovali, Ze nezname struktury budeme Studovat a konzultovat, so snahou v naleze

jednoznacne informovat o ziskanom diagnostickom zavere.

Tab. 1 Pouzité metddy bioptického vysetrenia

IHCH vysetrenie Nalez Lokalizacia
CD3+T-Ly + Zapalovy infiltrat v oblasti steny ulkusu
CD20+B-Ly + Zapalovy infiltrat v oblasti steny ulkusu

CD30+ elementy -

CD68+ histiocyty + Zapalovy infiltrat v oblasti steny ulkusu
Kappa+/Lambda+ polyklonové | +/+ Zapalovy infiltrat v oblasti periférie steny ulkusu

Pl

MPO+leukocyty + Povrchova lokalizacia ulkusu

CD34+ + Endotel ciev, najma v Usekoch vyraznej proliferacie
SMA+ + V zrelSich stenach ciev proliferovanych v okoli ulkusu

Specialne metédy

PAS + Sferoidné telieska na povrchu ulkusu
PAS+ diastaza +- Sferoidné telieska na povrchu ulkusu
Gram -/-

V dalSom diagnostickom postupe sme postupovali empiricky. Zvazovali sme pritomnost plesni,
rastlinnych castic, ¢i inych neznamych teliesok.

Materidl sme v dalsom postupe konzultovali s Ustavom mikrobioldgie aimunoldgie JLF UK v Martine,
na potvrdenie alebo vylu¢enie nami suponovanej adiasporomykézy pre zdanlivd podobu sferul
Emmonia crescens s nami opisanymi StruktUrami. Tieto StruktUry maju schopnost po preneseni do
prostredia s teplotou 37° C. konvertovat z fazy myceldrnej do parazitickej za tvorby charakteristickych
mnohojadrovych hrubostennych sferul (adiaspor). Tato mykoéza vSak nebola potvrdend, naviac ide
skor o agens vyvolavajuci respiracnu, nie koznu infekciu (Kodousek, 2003). V dalsom postupe sme
diferencidlnu diagnostiku zamerali na moznost, ze pacient si sam liecil vred fytoterapiou, najskor
tinktUrou z kvetov [alie bielej. Po histopatologickom experimente sme tUto moznost vylucili, pre Uplne
odlisny vzhlad buniek a Struktur ziskanych z kvetu lalie bielej. V dalsom sme zaslali bioptické

mikrofoto s opisanymi Strukturami na pracovisko Prirodovedeckej fakulty UK, Biologickej sekcie na
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Katedru botaniky. Studiom mikrofotky bolo zistenie, Ze nejde o pel’, ale o zmes spdr, t. j. vytrusov
vytrusnych rastlin, prevazne papradorastov, t.j. sladiorastov, ako aj spor Polypodia, Pteridia
afragmentov z plavuna — Lycopodium (obr. 3, 4). Evidentne iSlo o zmes vytrusov vytrusnych rastlin
z lesného prostredia (Micieta, 2024). Pri prvej pooperacnej kontrole pacienta bola rana primerane
zhojeng, stehy boli extirpované. Na opakujicu sa a doplfiujucu anamnesticku otazku klinika, pacient
odpovedal, Ze po navsteve liecitela, od ktorého ziskal jemny Zlty prasok pod ndzvom plavun obycajny
(Lycopodium clavatum), si tymto zasypaval povrch ulkusu. Podobne ako sme uviedli v predbeznom
naleze, sme mohli definitivnu diagnézu ukondit konstatovanim, ze ide o chronicky recidivujuci ulkus
predkolenia nespecifického charakteru, bez jednoznacnej moznosti vyjadrit sa k etiopatogenéze

ulkusu s ndlezom vytrusov vytrusovych rastlin z lesného prostredia (obr.5).

Diskusia

Vredy predkolenia patria medzi najcastejSie patologické stavy zasahujuce dolné koncatiny.
Daju sa lahko diagnostikovat volnym okom. Chronicky vred predkolenia, oznacovany aj ako chronicky
vred dolnych koncatin, je chronicka rana, ktora nema tendenciu na hojenie po troch mesiacoch
adekvatnej liecby alebo nie je Uplne zahojena ani po 12 mesiacoch. Priblizne 1 % celosvetovej
populacie bude mat vred predkolenia niekedy v priebehu svojho Zzivota. Vredy predkolenia
predstavuju vyznamné bremeno pre pacientov, ich oSetrovatelov a rodiny, lekarov, ako aj cely
zdravotny systém. Vredy predkolenia moézu sposobovat socialnu izolaciu, ohrozovat rodinny zivot a
ovplyviovat pracovnu schopnost pre bolesti, Casté lieCebné procedury a navstevy u lekarov. Liecba
pacientov s chronickymi ranami predstavuje zataz pre celU spolo¢nost.
Spravna diagnostika je zakladom pre adekvatny manazment a vyvarovanie sa nespravnej liecbe, ktora
moze oddialit hojenie, spdsobit zhorsenie rany a poSkodenie pacienta. Presna diagnostika je kriticka
z hladiska Uspesnej lieCby. Meranie parcialneho tlaku kyslika (TcPO2), urenie clenkovo-brachialneho
tlakového indexu (ABPI) a duplexna sonografia sU zakladnymi diagnostickymi metddami, ktoré
umoznuju spravny terapeuticky postup (Mareschova et all. 2020). Tieto metddy patria do klinického
instrumentaria. Nie kazdy ulkus je nutné diagnostikovat aj biopticky, pretoze nie sU vzdy
histopatologicky priznacné. Obraz chronického ulkusu je pri vyvinutom Stadiu pomerne jednoduchy:
na povrchu nachadzame exsudaciu fibrinu a drt leukocytov, pod tymto detritom je vrstva nekrozy
(niekedy fibrinoidnej). Nekrdza je ohranic¢ena nespecifickym granula¢nym tkanivom, rozneho stupna
zrelosti. Proliferované kapilary sa vyvijaju vertikdlne k povrchu. V dolnej tretine su fibroblasty,
lymfocyty, histiocyty v réznom povere a mnozstve a dalej formacia kolagénovej casti spodiny a steny
ulkusu (Santritter, 1989). Najma zacinajuci a ,zrely" ulkus, ked vznika na urcitom patogenetickom
podklade moze byt presnejsie urceny. Napr. ulkus na zdklade trombangitis obliterans (je typicky

arteritidou, flebitidou, rychlou obturujucou trombdzou, niekedy s minimalnou rekanalizaciou), i
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ulkus pri pyoderma gangrenosum (ide o ,sterilny® ulkus bez pritomnosti patogénnych
mikroorganizmov, s odliSnym spravanim sa pri chirurgickej terapii), dna (arthritis urica), kde mézeme
dokazat pritomnost zmnozeného metabolitu. Nadorové vredy, kde dokazujeme primarne di
sekundarne nadorové ochorenie. Infekéné vredy, v ktorych mézeme kultivaciou alebo Specidlnymi
farbiacimi metddami dokazat niektoré s patogénnych mikroorganizmov, a pod.

V niektorych pripadoch, ako uvadzame v naSom prispevku, mozno diagnostikovat nepoznané
Struktury, ktoré si vyzaduju precizny diferencidlno-diagnosticky postup aj s inymi medicinskymi ¢i
paramedicinskymi pracoviskami. Na povrchu ulkusu sme nasli telieska, ktoré mohlo byt morfologicky
adiasporomykdzou (Emmonia crescens), ktoru vylucili mikrobioldgovia. V pripade potvrdenia tejto
moznosti by mohlo ist o vyvolavatela, alebo spoluvyvolavatela ochorenia. Na prirodovedeckom,
botanickom pracovisku vsak boli poznané vytrusy vytrusovych rastlin z lesného prostredia, pricom
pacient potvrdil ,terapiu® chronického ulkusu vytrusmi plavina obycajného, na odporucanie liecitela.
ISlo teda o prirodné fytoterapeutikum. Plavun obycajny (Lycopodium clavatum ) sa Casto pouziva v
homeopatii. V liecitelstve sa pouziva hlavne vytrusovy prach. Svetlozlty prach sa pouziva na zasyp ran,
ako dermatologikum a pilulkovy konspergens. Spdry tvori z polovice tuk, dalej obsahuju sporoniny
(20 %), hydroxykavovu kyselinu malé mnozstvo alkaloidov a sacharézu. Na uzemi Slovenska patri
medzi chranené rastliny (Wikimedians Slovakia, 2021) . Z dévodu nariadenia EU nie je mozné uvadzat
liecivé UcCinky tejto rastliny (12). Aj tak sa mozno domnievat, Ze prave tento prasok bol pric¢inou toho,
ze napriek rozsiahlej a hlbokej nekréze sme v chronickom vrede zaznamenali iba riedky zapalovy
infiltrat.

Tab. 2. Rozne priciny vzniku chronického vredu predkolenia (upravené podla g)

Vaskularne Trauma
* venozne * tlak
e arteridlne * poskodenie
® zmiesané * popalenie
Neuropatickeé Tumory
e diabetické * skvamocelularny karcindm
* tabes dorsalis * bazaliom
e syringomyelia * melanom

* sarkom
Metabolické Infekcie
e diabetes mellitus * bacterialne
e dna * plesfiové
e prolidasova deficiencia e protozoalne
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Hematologické Iné a/alebo z neznamych pricin

e sickle cell anémia Napr. pyoderma gangrenosum

* kryoglobulinémia a/ alebo zaradené do viac skupin napr. Morbus
Winiwarter-Buerger (tromgangitis obliterans).
Méze byt arterialna oklUzia, alebo zapal (?).

Zaver
Prispevok uvadzame z dévodu Coraz Castejsich netypickych a arteficialnych nalezov v inak
klasickom bioptickom naleze koznych ochoreni. Opis a fotograficky material ma slUzit zorientovat sa

bioptikom a dermatohistopatoldgom pri identifikacii takychto nalezov.
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Obrazova priloha
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Obr. 1 Excizia zprvej biopsie. Nekrdza tukového tkaniva podkozia. V centre fibrinoidna nekréza

cievy s tvorbou trombu. (HE, obj. 20x)
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Obr. 2 Excizia z ruhej biopsie. kraj chronického vredu predkolenia. Vred je ohraniceny

epidermou. V centre nekrdza, v spodine vertikalne proliferované cievy. (HE, obj. 20x)
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Obr. 4 Detail sfrickych Struktur obsahujL'Jcic bodkové Cciastocky, ohranicené hrubou

membranou, niekde s ostrymi vybeZzkami na povrchovej vrstve (HE, obj. 40x)
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Obr. 5 Nativny preparat vytusov Plavuna obyc“:ajného(obj. 10)
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Abstrakt

DNA metylacia je biologicky proces zahffiajuci pridanie metylovych skupin k DNA. Jej dysregulacia je
najcastejSie pozorovanou udalostou v nadorovych bunkach. Kadherin-13 (CDHa13), ktory hra zasadnu
Ulohu pri adhézii medzi bunkami a potlacovani nadorov, vykazuje dysregulaciu spojenuy s roznymi
typmi rakoviny, pricom aberantna metylacia ¢asto inhibuje jeho tumor-supresivnu funkciu. Vyber
vhodnych nastrojov na posudenie Urovne metylacie DNA je nevyhnutny pre nasledné klinické
implementacie. Dropletovad digitalna PCR (ddPCR) je vysoko citliva, presna a reprodukovatelna
technoldgia na presny kvantifikaciu nukleovych kyselin vo vzorkach. Cielom tejto Studie je
optimalizovat metylacne Specificki ddPCR esej na presné rozliSenie medzi metylovanou a
nemetylovanou promotorovou oblastou génu CDHa3 v klinickych vzorkach.

Klucové slova: metylacia, ddPCR, navrh primerov, rakovina
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Uvod
Epigenetika predstavuje rychlo sa rozvijajucu oblast bioldgie, zameranut na studium zmien

génovej expresie, ktora nie je spdsobena zmenou v poradi nukleotidov v molekule DNA, ale zmenou
v chemickych modifikaciach DNA a proteinov (Farsetti et al., 2023). Tieto hereditarne zmeny vznikaju
pocas bunkového cyklu a delenia buniek, ¢o vedie k rozdielnym profilom génovej expresie, aj ked
primarna sekvencia DNA zostava rovnaka. Zlyhanie vo fungovani epigenetického aparatu moze viest
ku zmene génovej expresie, ¢o moze nasledne iniciovat vznik karcinogenézy. Nedavne vyskumy v
oblasti epigenetickych modifikacii preukazali, ze rakovinové bunky, okrem genetickych zmien
pozorovanych pri malignej transformacii, vykazuju aj globalne epigenetické zmeny. Metylacia DNA je
jednou z najviac skimanych epigenetickych modifikacii, pri ktorej dochadza k metylacii 5. uhlika (Cs)
pyrimidinového kruhu cytozinu, ¢o vedie k vzniku 5-metylcytozinu (Jjingo et al., 2012). Tato
modifikacia prebieha najmd na miestach cytozin-fosfat-guanin (CpG), ktoré su lokalizované v
promotorovych oblastiach tumor supresorovych génov (TSG). Transkripcia génov zacina v
promotorovych oblastiach, ktoré su charakterizované relativne vysokou koncentraciou CpG
dinukleotidov (Klose and Bird, 2006). Aberantne metylované CpG ostrovy su preto v sucasnosti
povazované za slubné prognostické a prediktivne markery spojené s rozvojom rakoviny. Kadherin 13
(CDHa13), tiez oznacovany ako H-kadherin alebo T-kadherin, predstavuje atypického ¢lena rodiny
kadherinov. Tento gén je lokalizovany na chromozéme 16 a hra zdsadnu Ulohu pri adhézii bunka-
bunka (Ye et al., 2017). Inaktivacia tejto kadherin-sprostredkovanej bunkovej adhézie z dévodu
znizenia génovej expresie moze viest ku rozvoju malignej transformacie (Baranova et al., 2024).
Abnormalna metylacia CDHz13 je casto identifikovana u réznych typov nadorovych ochoreni (Lin et
al., 2014; Shaoetal., 2022; Ye etal., 2017). Re-expresia génu CDH13 je spojena s potlacenim invazivity,
rastu nadoru a neovaskularizacie v mnohych in vitro a in vivo experimentalnych stddiach. Z tohto
dévodu by sa Ucinny skrining a v€asna, presna detekcia aberantne metylovanej promdtorovej oblasti
CDH13 mohla pouzit ako slubny diagnosticky a prognosticky marker pre r6zne nadorové ochorenia.
Detekcia metylacného stavu DNA v jednotlivych génoch je rychlo sa rozvijajucou oblastou
molekularnej mediciny, ktord ponuka potencial rozliSovat medzi réznymi typmi nadorov a
predpovedat ich odpoved na chemoterapeuticku intervenciu vzhladom na ich Specificky metylacny
profil (Khodadadi et al., 2021). V sucasnosti je k dispozicii niekolko technoldgii na urcenie
metylacného stavu vzoriek DNA, ktoré su zalozené na principe bisulfitovej modifikacie, biologicke;
identifikacie alebo restrik¢nej analyzy. Vyber vhodnej metdody na urcenie metylacného profilu
Specifickych promotorovych oblasti jednotlivych TSG s vysokou Specifickostou, citlivostou a
nakladovou efektivnostou je rozhodujuci pre ziskanie zasadnych experimentalnych udajov ako aj
naslednu klinicky aplikaciu. Digitalna kvapdckova PCR (ddPCR) predstavuje metddu, ktord umoziuje

presnU detekciu a kvantifikaciu cielovej DNA. Tato metdéda umozniuje rozlisit zmeny v DNA s
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jednobazovym rozliSenim, a preto predstavuje vhodny pristup k detekcii rozdielne metylovaného CpG
v promotorovej oblasti jednotlivych TSG (Arroyo et al., 2022).

Material a metddy

Navrh metyla¢nych PCR primerov a sond

Navrh ddPCR sond a primerov bol realizovany s vyuzitim online nastrojov, ako sU Eukaryotic Promoter

Database (EPD), MethPrimer a Primers.

V prvom kroku sa pouzila aplikacia EPD (https://epd.expasy.org/epd) na identifikaciu oblasti
promdtora génu CDHi3. V dalSom kroku sme pouzili komercne dostupny softvér MethPrimer
(https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi) na vykonanie digitalnej bisulfitovej
konverzie vstupnej sekvencie. Bisulfitovo konvertovana promotorova oblast s vytipovanymi CpG

ostrovcekmi je zndzornena na obrazku 1.

1 TCCCCCGTGCAATTCCATTCTCTGGAAAAGTGGAATCAGCTGGCATTGCCCAGCGTGATT
sz == O = 01+
1 TTTTTCGTGTAATTTTATTTTTTGGAAAAGTGGAATTAGTTGGTATTGTTTAGCGTGATT

61 TGTGAGGCTGAGCCCCAACAGTCCAAAGAAGCAAATGGGATGCCACCTCCGLGGAGAELTCG
I+ e+
61 TGTGAGGTTGAGTTTTAATAGTTTAAAGAAGTAAATGGGATGTTATTTTCGCGGGGTTCG
SOSSSSD5S55D53D5D5555555>5>

121 CTCCTCGCGAGGTGCTCACCCCGTATCTGCCATGCAAAACGAGGGAGCGTTAGGAAGGAA
sl s T
121 TTTTTCGCGAGGTGTTTATTTCGTATTTGTTATGTAAAACGAGGGAGCGTTAGGAAGGAA

181 TCCGTCTTGTAAAGCCATTGGTCCTGGTCATCAGCCTCTACCCAATGCTTTCGTGATGCT
s = -+

181 TTCGTTTTGTAAAGTTATTGGTTTTGGTTATTAGTTTTTATTTAATGTTTTCGTGATGTT
<<LLLLLLLLLLLL L L L L L L LKL

241 GCTGCTGATCTATTTGGGAAGTTGGCTGGCTGGCGAGGCAGAGCCTCTCCTCAAAGCCTG
[ O R 0
241 GTTGTTGATTTATTTGGGAAGTTGGTTGGTTGGCGAGGTAGAGTTTTTTTTTAAAGTTTG
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301 GCTCCCACGGAAAATATGCTCAGTGCAGCCGCGTGCATGAATGAAAACGCCGCCGGGCGC
B R 11101 H I | B | T 11 e A

301 GTTTTTACGGAAAATATGTTTAGTGTAGTCGCGTGTATGAATGAAAACGTCGTCGGGCGT

361 TTCTAGTCGGACAAAATGCAGCCGAGAACTCCGCTCGTTC
1Bl a1 e [ B hagE
361 TTTTAGTCGGATAAAATGTAGTCGAGAATTTCGTTCGTTT
Obrazok 1. Sekvencia promotorovej oblasti génu CDHz13 bola analyzovana pomocou online nastroja
MethPrimer. Obrazok obsahuje sekvenciu s vyzna¢enymi primermi a navrhovanymi CpG miestami

(Cervené), ktoré pokryva nami nadizajnovana sonda.

Posledny krok dizajnu eseje spocival v pouziti volne dostupného softvéru na navrh primerov Primer3

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), urceného na vyber Specifickych

na metylacii nezavislych primerov s metylovanymi sondami (oznacenymi FAM-BHQ1) a
nemetylovanymi sondami (ozna¢enymi HEX-IBFQ). Nase navrhnuté sondy cielili na tri blizke CpG
miesta (chr16:82,626,843; chr16:82,626,845; chr16:82,626,859) v promotorovej oblasti génu CDH13.

Sekvencie primerov a sond su uvedené v tabulke 1.

Tabulka 1. Sekvencie primerov a sond pre detekciu metylacie promotorovej oblasti CDH13.

Primery

Nazov sekvencia (5'—3")

CDHa3 Forward AAAGAAGTAAATGGGATGTTATTTTC
CDHa3 Reverse ACCAAAACCAATAACTTTACAAAAC
Proby

Nazov sekvencia

CDH13 metylovana proba (FAM-BHQ1) TCGCGAGGTGTTTATTTCGT

CDH13 nemetylovana proba (HEX-IBFQ) TTTTGTGAGGTGTTTATTTTGTATTTGT

Optimalizacia PCR podmienok
Na optimalizaciu sond pre metylované (M-Proba, FAM) a nemetylované (UnM-Proba, HEX)

sekvencie bola pouzita platforma ddPCR (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Ako kontrolny

DNA pre optimalizacné kroky sme pouzili komer¢ne dostupné plne metylované a plne nemetylované

127


https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

kontroly EpiTect DNA (Qiagen, Hilden, Nemecko). Reakéna zmes pre ddPCR obsahovala 10 pl
Supermix for Probes bez dUTP (Bio-Rad Laboratories), 0,45 pl kazdého primeru, 0,45 pl kazdej sondy,
1 pl metylovanej a nemetylovanej kontrolnej DNA, a 7,75 pl vody, ¢im sa dosiahol finalny objem 20 pl.
70 pl oleja na generovanie kvapiek spolu s reakénou zmesou bolo viozenych do kazety DG8 a nasledne
do generatora kvapiek QX200 (Bio-Rad Laboratories), kde sa kazda vzorka rozdelila na priblizne 20
ooo kvapiek. Po vytvoreni olejovej emulzie sa priblizne 4o pl vzorky prenieslo do 96-jamkovych PCR
platni, ktoré boli pokryté prepichovatelnou foliou a tepelne zatavené pomocou systému Bio-Rad PX1.
Prvy optimalizacny krok ddPCR testu zahfnal stanovenie optimalnych PCR podmienok. Teplotny
program PCR pozostaval z aktivacie enzymu po dobu 10 minUt pri 95 °C, nasledovanu 4o cyklami
denaturacie po dobu 30 sekind pri 94 °C, a krok anelacie/predizenia pocas 1 minity s teplotnym
gradientom, zakonceny jednym cyklom deaktivacie enzymu podas 10 minut pri 98 °C. Pre
optimalizaciu podmienok anelacie sme vykonali teplotny gradient v rozmedzi 50 — 62 °C. Na zaver

sme vlozili platni¢ku do ¢itacky kvapiek QX200 (Bio-Rad Laboratories) na finalnu analyzu.

Koncentracny gradient

Druhym optimalizacnym krokom bola realizacia koncentraéného gradientu 6smich réznych
riedeni kontrolnych DNA, aby sme potvrdili dynamicky rozsah a linearitu metody. Reakéna zmes pre
ddPCR obsahovala 10 pl Supermix for Probes (bez dUTP) (Bio-Rad Laboratories), 0,45 pl kazdého
primeru, 0,45 Wl kazdej sondy, zriedenU metylovanu a nemetylovany DNA a variabilny objem vody az
do konecného objemu 20 pl. Teplotny program PCR a nasledna analyza prebiehala rovnako ako bolo

uvedené vyssie.

Vysledky
Stanovenie optimalnych podmienok PCR reakcie

Pomocou komercne dostupnej metylovanej a nemetylovanej DNA sme stanovili optimalnu
teplotu anelacie na 57 °C pre sondy detegujuce metylované aj nemetylované sekvencie (obr. 2;
Cervené ramceky). Obe kontrolné DNA boli testované s probou Specifickou pre metylované aj
nemetylované sekvencie. Nemetylovana sonda (obr. 2, vpravo hore) vykazovala vysoku senzitivitu pri
detekcii nemetylovanej DNA a zarover dokonalu selektivitu. Aj v pripade metylovanej sondy (obr. 2,
vlavo dole) sme zaznamenali vysokU senzitivitu na detekciu metylovanej kontrolnej DNA, bez

pritomnosti skrizenej reaktivity.
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Obrazok 2. Optimalizacia teplotnych podmienok PCR pre metylovanu probu a nemetylovanu prébu

Koncentracny gradient
Do koncentracného gradientu bolo zahrnutych osem roznych riedeni kontrol DNA, aby sa

potvrdili dynamicky rozsah a linearita metody (obr. 3). Na riedenie sa pouzila metylovana a
nemetylovand DNA kontrola. Podobne ako pri optimalizacii podmienok PCR reakcie, boli obe
kontroly kombinované s metylovanou a nemetylovanou sondou. Nami ziskane data preukazali
linearitu s R* hodnotami na Urovnio,9910 (pre metylovanu prébu) a 0,9936 (pre nemetylovanu probu).
Optiméalna koncentracia bola stanovena na zdklade amplitudy signalu, celkového poctu pozitivnych
kvapiek a vazbovej Specificity. Okrem toho boli prahové hodnoty stanovené na Urovni 2600 pre FAM
a 1745 pre HEX (obr. 4). Tieto hodnoty boli ur¢ené na zaklade vysledkov koncentracného gradientu,

pricom do Uvahy sa opét brali amplituda, celkovy pocet pozitivnych dropletov a Specificita vazby.
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Obrazok 3. Linearita metody pre kvantifikaciu metylacie CDH13
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Obrazok 4. Koncentracny gradient: dvojnasobné riediace série metylovanej (vfavo) a nemetylovane;j

kontrolnej DNA (vpravo), zriedené od 8ooo do 62 kdpii na reakciu.

Diskusia

Epigenetické zmeny, vratane aberantnej metylacie DNA, suU v sUlasnosti uznavané ako
charakteristické znaky malignej transformacie, ktoré su asociované siniciaciou a progresiou rakoviny,
s odpovedou na terapiu, ako aj s rozvojom rezistencie. Metylacia promdtorovych oblasti génov moze
mat cely rad dopadov na riziko vzniku rakoviny, klinicku stratifikaciu a terapeutické vysledky (Geissler
et al., 2024). Rozvoj a optimalizacia novych pristupov na analyzu Specifickych metylac¢nych paternov
prindsa nové moznosti spojené s analyzou onkologickych ochoreni a predstavuje nadejny koncept pre
nasledny klinickd implementaciu. Platforma ddPCR umoznuje presny detekciu a absolUtnu
kvantifikaciu cielovych sekvencii DNA (Mao et al., 2019). Vyuzitie DNA oSetrenej bisulfitom sodnym a
nasledna aplikacia Specifickych sond pre metylované a nemetylované sekvencie je vhodné na
kvantifikaciu metylovanej DNA s jednobdzovym rozliSenim prave s vyuzitim tejto platformy. V nasej
studii sme navrhli Specifické a senzitivne eseje zamerané na promoétorovu oblast génu CDHa3. Na
identifikaciu promotora génu CDH13 sme pouzili biologicky databazu promdtorovych oblasti EPD.
Kriticky krok v analyze metylacie DNA s pouzitim metdd na principe PCR predstavuje navrh primerov
a prob, ktoré Specificky rozoznavaju cielové oblasti génu. V sucasnosti existuje niekolko dostupnych
online nastrojov ako je BiSearch, MSPprimer alebo MethPrimer (Marek et al., 2024). V nasom
vyskume sme pouzili MethPrimer na realizaciu digitalnej bisulfitovej konverzie vstupnej sekvencie s
predpovedanymi CpG ostrovmi. Na navrh primerov pre amplifikaciu bisulfitovo modifikovanej DNA
sme pouzili volne dostupny softvér Primer3 (Untergasser et al., 2012). Tento softvér sme tiez vyuzili
na navrh sond v dvoch variantoch na rozliSenie metylacného profilu. Nami navrhnuté metylacné
Specifické sondy rozpoznavali tri CpG miesta nachddzajuce sa v oblasti promotora génu CDH13.
Optimalizaciou podmienok PCR reakcie sme identifikovali optimalnu teplotu anelacie pre metylovanu
a nemetylovanu probu ako aj ich Specificitu k metylovanej resp. nemetylovanej DNA. Délezitym
krokom optimalizacie kazdej diagnostickej eseje je stanovenie linearity analytickej metddy. Nami

ziskane Udaje preukazali linearitu na Urovni vyssej ako 0,99 pre obe proby.
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Na zaver je potrebné zdoraznit fakt, Ze vyuzitie metdd molekularnej biolégie na analyzu zmien
metylacného vzoru DNA umoziuje identifikovat Specifické metylacné profily, o moze prispiet k
stanoveniu prognozy ochorenia a vyberu optimalnej terapie. V nasej praci sme optimalizovali ddPCR
esej zameranu na identifikaciu metylovanych CpG dinukleotidov v promdtorovej oblasti génu CDH13.
Optimalizaciou PCR podmienok sme zabezpedili schopnost tejto eseje rozpoznat metylovanu
a nemetylovanu sekvenciu DNA. Taktiez sme preukazali linearitu navrhnutej eseje, ¢o predstavuje

dolezity faktor kazdej analytickej metddy.

Praca bola podporena projektom VEGA 1/0286/22.
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Pozitivne a negativne aspekty mentorstva Studentov osSetrovatelstva

LepieSova M*, Zanovitova M*, Prochazkova J? ,Blstakova L*.
1. Ustav oSetrovatelstva, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave
2. Klinika stomatoldgie a maxilofacialnej chirurgie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt

Nedostatok sestier je vaznym problémom sucasného zdravotnictva. Mentorstvo zohrava vyznamnu
Ulohu pri zabezpecdeni kvalitného priebehu oSetrovatelskych praxi v profesionalnej priprave buducich
sestier. Ciefom kvalitativnej Studie bolo identifikovat pozitivne a negativne aspekty mentorstva z
perspektivy Studentov oSetrovatelstva, sestier-mentorov a vedenia vybraného klinického pracoviska.
Na zaklade tematickej analyzy dat ziskanych prostrednictvom individualneho polostrukturovaného
rozhovoru a ohniskovych skupin, sme identifikovali devat tém reflektujucich nazory a skisenosti 15
participantiek. Medzi pozitivne aspekty mentorstva patrili pocit istoty, profesionalita, trpezlivost
mentora a integracia Studenta do timu, prispievajuce k rozvoju klinickych kompetencii a formovaniu
profesionalnej identity. Negativne aspekty zahrfali nedostatok ¢asu na Studenta, stres a financné
ohodnotenie mentorov. Na zaklade zisteni odporuc¢ame optimalizovat organizaciu praktickej vyucby
a zabezpedit podmienky pre mentorstvo s cielom zvysit jeho efektivitu a udrzatelnost. Zistenia studie
potvrdzuju potrebu udrzat sucasnu Uroven odbornej pripravy a podpory sestier-mentorov a posilnit
oblasti vyzadujuce zlepSenie. Efektivne mentorstvo je pre kvalitny pripravu budicich sestier

nevyhnutné, s perspektivou pozitivheho vplyvu na stabilizaciu personalnych kapacit v zdravotnictve.
y , S persp p ply p y p

Kldcové slova: nedostatok sestier, oSetrovatelstvo, profesiondlna priprava, mentorstvo, tematicka

analyza

Uvod

OSetrovatelstvo je klu¢ovym pilierom zdravotnej starostlivosti, pricom sestry tvoria
najpocetnejsiu profesijny skupinu v zdravotnictve. Dlhodoby nedostatok sestier sa prehlbuje v
dosledku starnutia populacie, vysokého pracovného zataZzenia i medzinarodného naboru, ¢o vedie k
»0dlivu mozgov" a oslabeniu personadlnych kapacit (Ondrusova et al.,, 2023). Okrem odchodu
skusenych sestier sa problém tyka aj Studentov, ktori pred¢asne opustaju Studium pre nedostatocnu
pripravenost, nizku sebaddveru ¢i nepriaznivé pracovné podmienky.
Sucasna situacia eSte viac akcentuje potrebu kvalitnej profesionalnej pripravy buducich sestier.

Regulacia profesie sestra na medzindrodnej a narodnej Urovni vyzaduje k ziskaniu odbornej
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sposobilosti pre vykon povolania sestry u nas absolvovanie 4600 hodin celkovejvyucby s poziadavkou
60 % praktickej vyucby. Prevazna cast vyucby prebieha v redlnom klinickom prostredi vo forme
klinickych a praktickych predmetov a oSetrovatelskych praxi. Efektivnost oSetrovatelskej praxe zavisi
od organizacie a vedenia Studentov, pricom vyznamnu Ulohu pri jej zabezpeceni zohrava mentorstvo.
Poziadavka spoluUcasti sestier z klinickej oSetrovatelskej praxe na profesionalnej priprave Studentov
oSetrovatelstva, napriklad formou mentorstva, je reflektovand v oddieloch 4, 6 a 7 Eurdpskej stratégie
SZO pre vzdeldvanie sestier a porodnych asistentiek (Nurses and Midwives..., 2000) a odporucaniach
pre jej implementaciu (Nurses and Midwives..., 2001), v Koncepcii zdravotnej starostlivosti v odbore
osetrovatelstvo (2023) i v zozname klinickych kompetencii sestier, t.j. rozsahu oSetrovatelskej praxe
urc¢enom prislusnou vyhlaskou, kde je v ramci rozsahu innosti sestry vymedzena aj jej spolupraca na
odbornej priprave Studentov zdravotnickych odborov (Vyhlaska MZ SR €. 208/2024 Z. z.).
Mentorstvo je osvedlenou stratégiou na rieSenie deficitu sestier, podporuje rozvoj klinickych
kompetencii, sebadbvery a profesionalnej identity Studentov (Gularte-Rinaldo et al., 2022). Pomaha
priich integracii do zdravotnickych timov, zlepSuje timovu spolupracu a podporuje zotrvanie v profesii
(Hagrass et al., 2023). Pre organizacie znamena efektivnejsiu adaptaciu novych zamestnancov a nizsiu
fluktuaciu sestier (Schroyer et al., 2016).
Napriek vyhodam mentorstvo prinasa aj vyzvy — kvalita vztahu mentor-student je klucova pre Uspech
procesu. Nedostato¢na podpora moze viest k nespokojnosti, demotivacii ¢i pred¢asnému ukonceniu
Studia (Cinova et al., 2019). Mentorstvo vyzaduje spolupracu vzdeldvacich institucii a zdravotnickych
zariadeni, aby bolo efektivne a v kone¢nom désledku prispievalo k stabilizacii sestier v systéme
zdravotnej starostlivosti.
Ciel'prace

S ohladom na potreby vzdelavacejinstitucie, ktora v plnej miere implementuje mentorstvo do
bakaldrskeho Studijného programu osetrovatelstva, sme realizovali pilotny Studiu zameranu na
vSetky zainteresované strany tohto procesu. Na Jesseniovej lekarskej fakulte Univerzity Komenského
v Martine (JLF UK) je mentorstvo integrované do suvislej odbornej praxe Studentov oSetrovatelstva v
kazdom rocniku a do semestralnej oSetrovatelskej praxe Studentov posledného, tretieho rocnika.
Zvolili sme kvalitativny vyskum s deskriptivnym dizajnom s cielom identifikovat pozitivne a negativne
aspekty mentorstva z perspektivy studentov, sestier-mentorov a vedenia pracoviska klinickej vyucby.
Za pilotné pracovisko realizacie vyskumu sme vybrali Neonatologicku kliniku Univerzitnej nemocnice
Martin (UNM), ktord ma dlhorocné skusenosti s individualnym mentorstvom. Jeho vyber podporil aj
zvySeny zaujem a zaradenie sestier danej kliniky do programu sustavného vzdeldvania Mentor
klinickej praxe v odbore oSetrovatelstvo na JLF UK (PSV Mentor...), ako aj vyssi pocet Studentov

posledného rocnika, ktori na klinike absolvovali oSetrovatelskU prax pod vedenim mentorov — ¢o
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prebiehalo v Uzkej sucinnosti s cielom poméct klinike implementovat stratégie na stabilizaciu

personalnych nedostatkov.

Vyskumny sUbor
V sulade s cielom Studie sme zdmernym vyberom oslovili participantov — Studentov
oSetrovatelstva, sestry-mentorov a veducu sestru Neonatologickej kliniky UNM. Na zdklade suhlasu
vedenia kliniky sme kontaktovali vSetkych sedem sestier-mentorov evidovanych v databaze
mentorov UNM. Pre Studentov sme pouzili homogénny vyber s vyuzitim adaptovanej metody
snehovej gule (Naderifar et al., 2017). Studentka tretieho ro¢nika, zaradend na suvisl odborny prax
na danej klinike, sprostredkovala informacie o vyskume svojim spoluziackam, ktoré tu rovnako
absolvovali svoju prax. Inkluzivne kritéria pre Studentov zahriali: Studium v bakaldarskom Studijnom
programe oSetrovatelstva na JLF UK, absolvovana prax pod individualnym vedenim sestry-mentora
na Neonatologickej klinike UNM, ochota zucastnit sa vyskumu. Pre sestry-mentorov boli kritériami:
pracovna pozicia na danej klinike, absolvovany PSV Mentor... na JLF UK, skisenost s individualnym
mentorstvom aspon jedného Studenta, ochota zUcastnit sa na vyskume. Exkluzivnym kritériom bolo
odmietnutie Ucasti na vyskume.
Po ziskani informovaného suhlasu vzorku tvorilo 15 participantov, rozdelenych do dvoch skupin:
- Studenti (n = 7): sedem $tudentiek tretieho ro¢nika bakalarskeho $tUdia o3etrovatelstva na JLF UK
(51-57), ktoré absolvovali klinicki o$etrovatelsky prax pod vedenim sestier-mentorov na
Neonatologickej klinike UNM.

- Sestry (n = 8): veduca sestra (S1) a sedem sestier-mentoriek (52-S8) pracujucich na danej klinike.

Zber a analyza dat

Zber dat prebiehal vo februari az marci 2024 v seminarnej miestnosti danej kliniky
prostrednictvom polostruktUrovaného rozhovoru a ohniskovych skupin. Predchadzalo mu ziskanie
sUhlasu s realizaciou vyskumu zo strany vedenia kliniky a Ustavu oSetrovatelstva JLF UK (UOSE JF
UK), priprava informovanych suhlasov pre participantov, protokolu rozhovoru a scenara ohniskovych
skupin s nosnymi a dopliujucimi otazkami. Otazky boli otvoreného charakteru, orientované na
pozitivne a negativne aspekty mentorstva, vztahu medzi mentorom a Studentom a vplyv mentorstva
na pripravu Studentov na vykon povolania.
Ohniskova skupina je kvalitativnou vyskumnou metddou, pri ktorej moderdtor vedie skupinovu
diskusiu s cielom ziskat nazory Ucastnikov na konkrétnu tému. Medzi jej vyhody patri efektivne
ziskavanie rozsiahleho mnozstva Udajov v kratkom case, schopnost odhalit zdroje komplexného
spravania a motivacie Ucastnikov, moznost pozorovat ich neverbalne reakcie v ramci skupinovej

dynamiky a interakcie (Jayasekara, 2012; Doody et al., 2013).
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Zber dat sme zacali individualnym rozhovorom s veducou sestrou kliniky (45 min.), po fom
nasledovali dve ohniskové skupiny — kazda so Specifickou homogénnou podskupinou, so Studentkami
(105 min.) a sestrami-mentorkami (100 min.).

Zaznam rozhovoru bol uskutoéneny diktafénom a zaznam oboch ohniskovych skupin dvoma
statickymi kamerami. Ziskané data boli nasledne spracované a analyzované jednotlivymi krokmi
tematickej analyzy podla autoriek Braunovej a Clarkovej (2006, 2013). Zahfnala doslovny prepis
nahravok do textovej podoby v programe MS Word 2010, prevod klucovych pasazi (extraktov) do
programu MS Excel pre ich jednoduchsiu manipulaciu a systematické spracovanie, kategorizaciu dat
formou kdédovania, identifikaciu vzorcov a naslednu syntézu do subtém a hlavnych tém (obr. 1), ich

analyzu a interpretaciu (Braun & Clarke, 2006, 2013).

a ‘1 - . ¥
“pre mna je to to, Zze nachadzam v mentorovi istotu, ked' som si nie ista nejakym
vykanom. Vie, Ze je tu pre mia a Ze ma neodsudi, ked nie¢o neviem."

"Mam sa o koho opriet, citim sa istejsie. Ja som si velakrat nie ista a potrebujem nad

sebou niekoho, kto mi povie ,ano, takto to mas urobit™

"Najvacsie pozitivum je pre mia to, Ze mentori mi dodali sebavedomie a sebaistotu pri
4 vykonoch. Aj stokrat sme opakovali veci, ktoré mi nesli, az som si nakoniec bolaistdaa  Pozitivum

Pozitivum Nachddzanie istoty v mentorovi  Istota Istota
Pozitivum Citit' sa istejsie s mentorom Istota Istota

Zvysenie sebavedomie a
Istota Istota

sebaistot
vedela som, ako to robit’ spravne" Y
“Ja som mala iba dobré skusenosti. Teraz mam uZasni mentorku. Velmi dobre sa mi s
fiou spolupracuje. Velmi ma motivuje. Ja mam problém s kanylami. Velakrat sa mi to . + "
ROUPECH g P Y Pozitivum Zvysenie podpory a sebaistoty Istota Istota

nepodari a ona ma vzdy podpori, moZem sa vzdy na fu obrétit, vietko mi poradi

Chodim na prax rada a som strasne spokojnd. Citim sa prijato v kolektive, lebo aj ostatny
7 "Ja mam pozitivnych skusenosti strasne vela. VZdy som mala uzasnych mentorov.

Najviac vo mne rezonuje to, Ze ked som mala problém zobrat' venéznu krv, tak

mentorka aj tridsatkrat ila so mnou a podporila ma. A potom ma to aj naucila a uistila  Pozitivum Zvyienie podpory a sebaistoty Istota Istota

ma v tom. Dodavala mi odvahu a motivéciu. To je podla mia kiucové.Nemam Ziadnu

negativnu skusenost.”

Obrazok 1 Proces tematickej analyzy v programe MS Excel

Vysledky
Tematickou analyzou sme identifikovali devat hlavnych tém reflektujucich pozitivne a

negativne aspekty mentorstva z perspektivy participantiek studie: Pocit istoty, Trpezlivost mentora,
Integracia Studenta do timu, Profesionalita, Stres (so subtémami Aka/y bude sestra- mentor? a Pisanie
spatnej vazby), Nedostatok ¢asu na Studenta (so subtémami Priradovanie k inym sestram a Pocit
osamotenia), Nemozem si prax robit doma, Financné ohodnotenie, a Kamaratsky vs. profesionalny
vztah.

Pozitivne aspekty mentorstva reflektuju témy Pocit istoty, Trpezlivost mentora a Integracia Studenta
do timu, ktoré su podporené odpovedami Studentiek, sestier-mentoriek aj veducej sestry. Téma
Profesionalita zd6raznuje pozitivny vplyv mentorstva na pripravenost Studentov na profesiu sestry.
Vsetky participantky vnimaju profesionalitu ako pozitivne, zelané a o¢akavané implikacie mentorstva.
Témy Stres, Nedostatok casu na Studenta, Nemozem si prax robit doma a Finan¢né ohodnotenie
reprezentovali negativne aspekty mentorstva vyjadrené Studentkami. Sestry-mentorky negativa

spajali predovsetkym s témou Nedostatku ¢asu na Studenta a Finanéného ohodnotenia.
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Téma Kamaratsky vs. profesionalny vztah sa dotyka ocakavaného vztahu medzi sestrou-mentorom a

Studentom osetrovatelstva a obsahovo ramcuje vyjadrenia participantiek z oboch skupin.

.....

subtém ich dopiiame vyrokmi participantiek.

Pocit istoty

Trpezlivast mentora

Integracia $tudenta do timu

Akajy bude sestra-mentor?
Profesionalita

Pisanie spéatnej vizby

Stres

MNedostatok ¢asu na $tudenta

Priradovanie k inym sestram

MeméZem si prax robit doma

Pocit osamotenia

Finanéné chodnotenie

Kamaratsky vs. profesionalny vztah

Obrazok 2 Pozitivne a negativne aspekty mentorstva Studentov oSetrovatelstva — identifikované témy

asubtémy

Pocit istoty
Participantky oboch skupin radili pocit istoty medzi hlavné pozitiva mentorstva a povazovali

ho za nevyhnutny pre Uspe$né zvladnutie predpisanej praxe. Studentka S2 vyjadrila: ,Pocit istoty
nachadzam v mentorovi, ked'si nie som ista vykonom... viem, Ze ma podpori." 54 dodala: ,Mam sa o
koho opriet, citim sa istejSie. Potrebujem niekoho, kto mi povie: ano, takto to mas urobit..." 56
uviedla: ,Pre mia je hlavné mat istotu... a ked viem, Ze sa na neho [mentora] mézem obratit, ked' sa
nieco deje." Rovnako S7 sa vyjadrila: ,Najvadsie pozitivum je pre mnfa to, Ze mentori mi dodali
sebavedomie a sebaistotu pri vykonoch. Aj stokrat sme opakovali veci, az som si nakoniec bola ista a
vedela som, ako to robit spravne." Z pohladu sestier-mentoriek, ako S6, je tento pocit velmi dblezity:
»Vzajomne sa spoznavame, vznika dovera, odburava sa strach a stres u Studenta, ktory sa na praxi
postupne citi istejSie." Pocit istoty je pre Studentov klucovy, pricom sestry-mentorky povazuju jeho

upevnovanie u Studenta za nevyhnutné.
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Trpezlivost mentora
Trpezlivost bola dalsim pozitivom mentorstva, ktoré vyzdvihli obe strany. Studentka Si v tejto

suvislosti uviedla: ,Myslim si, ze mentormi by mali byt mladsie sestry, lebo maju viacej trpezlivosti."
S2 vysvetlovala: ,Pre mia je ddlezité, ked mi mentorka pomaha a hlavne je trpezlivd." Sestra-
mentorka S3 vyjadrila, Ze pocas mentorského kurzu sa naudila byt trpezlivejsia: ,Ked som
trpezlivejSia, je pre Studentov jednoduchsie udit sa..." Rovnako S2 uvadza: ,Musim byt trpezliva, a
zmierit sa s tym, Ze vykon, ktory by som spravila za par minit, nam trva dlhsie..." Studentky povazuju
trpezlivost za nevyhnutnU podmienku dobrého vztahu medzi Studentom a mentorom, sestry-
mentorky rozumeju jej doleZitosti, a snazia sa ju pri vedeni Studenta aktivne uplatfiovat.

Integracia Studenta do timu
Zaradenie Studenta do timu bolo dalSim pozitivom mentorstva, ktoré akcentovali Studentky

aj sestry-mentorky. Studenti v time ziskavaju sebaddveru, rozvijaju svoj potencial pre timovu pracu,
citia sa byt uZito¢ni a vnimaju svoju prax ako zmysluplny. Studentka S4 uviedla: ,Paci sa mi, ked' ma
mentor zaradi do timu a chodu oddelenia. Vtedy mam pocit, Zze im naozaj pomaham a som im
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uzito¢na. Citim sa takd docenena a... Ze to, ¢o robim, ma zmysel." Podobne reagovala S1: ,Ked ma
mentor zaradi do timu, som... istejSia, nemam stres z tej praxe. Teraz taku prax zazivam a je to
najlepSie za celé Studium...! Strasne sa tam citim dobre — ked vykonavam sesterskU robotu a
neprezliekam cely den postele, alebo nedezinfikujem plochy." S5 ocenila, ked ju mentor hned
predstavi celému timu: ,,...nebola som len nejaky Student, ktory zavadzia, ale vedeli o mne aj ostatni...
citim sa prijato vtom time, lebo aj ostatni prejavuju o mna zaujem." Sestry-mentorky rovnako vnimaju
integraciu Studenta do timu ako prinosnu. S4 uviedla: ,Snazim sa vzdy zaradit moju Studentku do
timu... Pracuje sa mi potom lahsie, lebo ked riesim nieco dolezité, viem, ze ostatni jej pomozu." Sg
doplnila: ,V time ma kazdy svoje Ulohy... ked'tam zaradim Studenta, tak aj on bude mat svoje... Citi sa
potom doceneny, ze mu doverujeme." Integracia Studenta do timu, opakovane reflektovana

participantkami ako pozitivum mentorstva, posilfiuje jeho sebaistotu, aktivitu a prijatie kolektivom.

Profesionalita
Participantky oboch skupin oznadili profesionalitu za vyznamny dopad mentorstva na

pripravu Studentov na povolanie sestry. Studentky si uvedomuju, Ze bez mentorov by nenadobudli
taky rozsah klinickych spdsobilosti, a s im za ich vedenie vda¢né. Studentka Sa1:,,Neviem si predstavit
prax bez mentora. Asi by som bola stratena, hodena do vody... Stala som sa istejSou vo vykonoch,
robim ich lep$ie, mam pocit, ze sa zdokonalujem. Mentori vo mne buduju profesionalitu." 53 doplnila:
~Fakt mozeme byt radi, Ze mdme mentorov. Aj ked niekedy na to nadavame... ale neviem si to bez
nich predstavit. Presne ten pocit profesionality mam aj ja... ze dokazem uz tak prepéjat si veci, spajat

sUvislosti, chapat..." 56 ocenila prinos mentorstva: ,Ja som zo zadiatku bola taka, Ze... Na¢o pdjdeme
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na prax pod mentorov?! Po ¢ase som zistila, Ze to je naozaj dobré a mame velkd vyhodu oproti Skolam,
ktoré mentora nemaju. Vzdy ma tak zaclenili, Ze... citila som sa ako taky maly profesional, ktory sa
kazdou sluzbou zlepSuje. Uz len kvoli mentorstvu sU nase praxe prinosnejsie ako na inych Skolach."
Profesionalitu reflektovali aj sestry. Veduca sestra S1 uviedla: ,Prinosom mentorstva je profesijny
rozvoj, jednak sestier ale aj Studentov, ktori maju potencial a rozvijaju svoju profesionalitu." S8
vyjadrila: ,Studenti s vdaka mentorom profesionélnejsi, ako keby boli bez nich..."

Stres
Pocit stresu sa objavoval ako najcastejsie uvadzané negativum mentorstva, predovsetkym u

Studentiek. Tie pocas svojich praxi pod individudlnym mentorstvom zazivali stres z réznych dévodov.
NajcastejSie opisovali stres z prvého stretnutia s mentorom, stres z jeho osobnosti ¢i ochoty
spolupracovat, ale aj stres suvisiaci s poziadavkou napisat na svojho mentora spatnu vazbu, najma pri
problematickom priebehu praxe. Na zaklade vypovedi sme tému rozdelili na dve subtémy: Aka/y bude
sestra-mentor? a Stres z pisania spatnej vazby.

Akaly bude sestra-mentor?
Studentky najviac diskutovali stres v spoijitosti s prvym stretnutim s pridelenou sestrou-

mentorom, stres z jeho/jej osobnostnych charakteristik a spravania. S1: , Ten stres, Ze ku komu budem
priradena..? Najvacsi stres mam ajz toho, ked'idem na prvu sluzbu, ¢i nebude [mentor] nervézny alebo
vybusny." Podobne sa vyjadrovali aj dalsie studentky — S2: ,Ked neviem, do ¢oho idem a ¢o mdzem
olakavat, ja mam az také motyliky v bruchu..."; S4: ,Stres z toho, Ze bude [mentor] taky nepristupny
— s takym by sa mi asi tazko pracovalo."; Sg: ,Urite je to stres, kedze neviem, o koho ide... ja si vzdy
pozeram na Facebooku, ako ten mentor vyzer3, i sa na fotkach usmieva... niekedy si spravim prvy
dojem zfotiek... nie vzdy je to dobré, lebo skutocnost mdze byt ind." Na rozdiel od ostatych, Studentka
S6 nepocituje kvéli mentorstvu stres: , Ja sa nestresujem... Len raz, ked'som mala mentora muza, som
malatrochustres, ze aky bude, Ze je to muz... Bola som zvyknuta vacsinou len na sestry —zeny". Sestry-
mentorky si uvedomuju stres u Studentov a niektoré sa ho snazia zmiernit budovanim dovery, ako
uviedla Ss: ... snazim sa o to, aby sme sa navzajom spoznali, aby vznikla medzi nami dovera a tym
som odburala jeho stres..." Obcas urcité situacie a dobre mienené prejavy mozu u Studentov tiez
vyvoldvat neistotu ¢i stres, ako uviedla S5: ,Raz mi mentorka ponukla tykanie, ale necitila som sa
komfortne, mala som z toho stres... radSej som jej vykala. Vnimam ju ako autoritu." Stres z
osobnostnych ¢rt a spravania mentorov bol najéastejsie spominanym negativom mentorstva. Vacsina
Studentiek uviedla, Ze po prvom stretnuti stres opadol, no niektoré mali negativne skiUsenosti, ktoré
ovplyvnili celt ich prax, ako 57: ,Na jednej praxi som mala mentorku, ktora ¢akala, Ze budem hned
vSetko vediet sama robit, uz od prvej sluzby. Ked'som nevedela, davala mito pocitit. Na druhej sluzbe

mi uz len davala prikazy. Vsetko som robila sama. Dokonca raz odisla pred vymenou sluzieb a
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nechala matam samu...! Chodila som domov s placom, bolo to hrozné! ...Ale toto sa mistalo iba raz.
Nastastie som okrem nej mala vzdy super mentorov".
Pisanie spatnej vazby

Na konci ohniskovych skupin sme sa participantiek spytali na ich navrhy pre zlepSenie
mentorstva. K poziadavke spétnej vazby formou vzdjomného pisomného hodnotenia Studenta a
mentora na konci portfélia mentora sa vyjadrili tri $tudentky, pri¢om ostatné sUhlasne prikyvovali. Ss:
.Nepadi sa mi, Ze mentor mi musi podpisat moju spatnu vazbu na neho. Potom sa bojim ju napisat
Uprimne, lebo si ju precita... Chapem, zZe ide o spolo¢nu spatnu vazbu a mozno o nejaké riesenie
konfliktov, ale ja to proste neviem povedat do o¢i..." Rovnako S7 uviedla: ,Nemohla som objektivne
hodnotit tU hroznU mentorku..., lebo to po mne ¢itala. Bala som sa a mala som z nej stres. Nemohla
som tam napisat pravdu...!" Studentka 53: ,Mala som raz velmi zI0 mentorkuy, citila som sa zle, ¢asto
som plakala. Na konci praxe som jej chcela napisat objektivnu kritiku, aj ked vedela som, ze ju bude
citat... Nakoniec to vyriesila ona, lebo cell spatnu vazbu na mentora mi nadiktovala, takze som tam
napisala presne to, ¢o chcela..." VSetky participantky zo skupiny studentiek sa zhodli, Ze spatna vazba
na mentora by sa mala pisat v sukromi, bez dodatocnej kontroly mentorom. Navrhli, aby sa na konci
praxe spdtna vazba na mentora poskytovala vyhradne skole, pre riesenie pripadnych problémov.
Nedostatok ¢asu na studenta

Za negativny aspekt mentorstva participantky oboch skupin povazuju nedostatok ¢asu na
Studenta, ¢o vnimaju ako vyrazny problém. Tato téma obsahuje dve subtémy: Priradovanie k inym
sestram a Pocit osamotenia, pricom prva sa tyka presuvania studentov k inym sestram v sluzbe a
druha ponechania Studentov osamotenych, bez dohladu ¢i zaujmu svojej sestry-mentora.
Priradovanie k inym sestram

Styri Studentky pomenovali ako negativum, ked sestry-mentori nemali ¢as na ich vedenie, a
preto ich priradili k inym sestram na sluzbe. Aj pat sestier-mentoriek uznava, ze dostatok ¢asu pre
$tudenta je pre mentorstvo klG¢ovou podmienkou, ale nie vzdy ju spifaju. ManaZzérky dennej smeny,
zastUpené v nasej subvzorke dvomi mentorkami, priznavaju, ze niekedy musia kvoli pracovnej
vytazenosti studentov priradit k inym sestram. Studentky oznacuju takyto pristup za neefektivny —
S4: ,Mne sa nepadi, ked mentori, najma stani¢né sestry, na nds nemaju ¢as a priraduju nas k inym
sestrdm na sluzbe. Tie nie sU mentorky, tak pre¢o nds maju mat na starosti?!" 57 k tomu dodala:
,Potom to dopadne tak, ze kazdu sluzbu som s niekym inym..." V rovnakom zmysle sa vyjadrila Sa:
.Velakrat som sa potom citila, Ze len zavadziam a pod nikoho vlastne nepatrim." 56 a S4 vSak v tejto
suvislosti nechcy generalizovat - S6: ,Ja som mala naopak so stani¢nou sestrou pozitivnu skUsenost.
Z4visi to od ¢loveka, ako si to vie zorganizovat..."; S4: ,Naozaj sa mi moja mentorka, stani¢na sestra,

moc nevenuje, kedze ma strasne vela inych povinnosti. Ale na ostatné sestry nemézem povedat ani
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jedno zlé slovo. Ked'vidia, Ze mam zaujem, tak mi daju robit takmer vSetko... SU tam sestry, ktoré sa
mi venuju a maju pre mentorstvo obrovské predpoklady, Skoda, Zze to nevyuziju a nejdu do
mentorstva." Sestry-mentorky S6 a S3, obe manazérky dennej zmeny (,stanicné sestry"), sa snazia
prisposobit pracu tak, aby Studenti citili podporu, aj ked'S6 priznava: ,Niekedy som nUtend pridelitich
k sestram na sluzbe... niekedy som naozaj v Casovej tiesni kvoli ostatnym povinnostiam." Veduca
sestra S1 taktiez suhlasi, Ze nedostatok Casu a vytazenie mentorov negativne ovplyviuju kvalitu
mentorstva, aj preto podporuje myslienku, aby sa aj dalSie smenové sestry stali vyskolenymi
mentormi, ¢o by pomohlo zredukovat priradovanie studentov k ,stani¢nym sestram™.
Pocit osamotenia

Dve Studentky opisali negativne skusenosti z predchadzajucej praxe na inych pracoviskach,
ked'zostali bez dohladu ¢i vedenia svojich sestier-mentorov, ktoré na ne nemali ¢as, ochotu ¢i zaujem,
alebo si ich nevsimali. 53 uviedla: ,Moja mentorka nemala ¢as..., boli sme tam sami, nikto si nas
nevsimal. Bola to prax o ni¢om!" S5 dodala: ,Nie je spravne, ked su sestry nitené robit mentorov a
potom to robia neochotne. Potom sme na praxi sami a ni¢ sa nenaucime..." Obe reflektovali, Ze takato
prax im neponukla moznosti ucit sa novym zru¢nostiam.
Nemozem si prax robit doma

Studentky S1 a 56 povazuju za negativum aj fakt, Ze nemozu vykonavat klinicky prax v mieste
svojho bydliska, ¢o by uvitali. Uvedomuju si, ze najviac vyskolenych sestier-mentorov je v Univerzitnej
nemocnici Martin, a preto apelujU na zvy3enie po¢tu mentorov aj v inych nemocniciach. S1: ,Bolo by
super, keby boli mentori aj v inych nemocniciach, a prax by sme si mohli robit doma..." 56 doplnila:
.Nepaci sa mi, ze nemo6zeme praxovat doma, kedze vacsina mentorov je v UNM... Je to potom pre
nas, o sme na internate, také nekomfortné, lebo aj pocas Vianoc sme doma kratsie, niektori musia
chodit aj medzi sviatkami... a aj cez leto tu musime byt... Ostatni, ¢o chodia inam [Studenti
osetrovatelstva z inych fakult], sito mozu robit doma! Ja viem, ze oni nemaju prax pod mentormi, ale
keby sa spravil nejaky nabor a vyskolili by sa mentori v inych nemocniciach, tak by to bolo pre nas
Studentov dobré."
Financné ohodnotenie

Pocas ohniskovych skupin participantky oboch skupin otvorili tému finanéného ohodnotenia
mentorov. Studentky — S1: ,Mentorstvo pre sestry nie je jednoduché, malo by sa zvazit ich finan¢né
ohodnotenie a viac kreditov."; S2: ,Dala by som im adekvatne ohodnotenie, je to praca navyse..." ;
Ss5:,,...by som im zvysila ohodnotenie, maju velkl zodpovednost!". 54 uvazovala aj inym spésobom:
»Mentori by mali mat vyssie ohodnotenie, ale potom to moéze prilakat aj tych, ktori na to nemaju
predpoklady..." Novovyskolend sestra-mentorka (S2) s prvou skusenostou s vedenim Studenta

uviedla: ,Neviem, ¢i budem za to zaplatena, ale zaslUzili by sme si to." Rovnako novovyskolena Sg by
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uvitala: ,...vacsie vnimanie a vazenie si mentoriek, ¢i uz medzi kolegynami alebo v time... A nejaké
benefity, aby sme neboli vylerpané... moznost nejakého plateného volna, 2-3 dni, alebo vyssie
finan¢né ohodnotenie. Myslim, Ze inak nebude o mentorstvo zaujem, lebo... mentorstvo robime popri
svojej praci." Veduca sestra Si vyjadrila: ,Snazim sa motivovat sestry k ucasti na mentorskom
programe aj tym, ze budu finan¢ne ohodnotené."
Kamaratsky vs. profesionalny vztah

Na otdazku o ocakdvanom vztahu medzi sestrou-mentorom a Studentom sa nazory
participantiek mierne lisili. Studentky o¢akavali priatelsky, kamaratsky vztah, ktory je ale postaveny
na vzdjomnom redpekte. S2: ,Pre mria je déleZité, ked je mentor kamaratsky. Potom sa te$im na
prax... Ked je mily, usmievavy, kamaratsky, tak je to super!™ S3 suhlasila: ,Kamaratsky vztah je
dolezity... Teraz moju mentorku vnimam ako taku autoritu, ale velmi si rozumieme a vela sa aj
nasmejeme." S4 opisala aj opa¢nu skisenost, ktora pod¢iarkuje to, ako sa mentor spravat nema:
»Mala som priatelské mentorky, velmi dobre sa mi s nimi spolupracovalo. A potom... zazila som tu
velmi zIbU mentorku, bola strasne povysenecka a arogantna. Nechapem preco isla robit mentorku?!
Nas vztah nebol Ziadny. Teda, bol... Ja som sa jej bala a ona si to asi uzivala." Sestry-mentorky
preferovali vztah, ktori sice pomenovali ako profesionalny, v kontexte skupinovej diskusie v3ak tiez
zdoraznovali priatelsky pristup. S6: ,Zakladom je dovera, mily a priatelsky pristup, ale musime stale
zostat profesionalky." S8: ,Ja som sa so svojou Studentkou snazila navodit taky profesionalno-
priatelsky vztah... A bolo to fajn, fungovalo ndm to spolu." S5: ,Na mentorskom kurze nam radili
nebudovat si prehnane kamaratske vztahy, treba si zachovat profesionalny vztah." Obe skupiny
participantiek zdoraznuju vzajomnu doveru, pochopenie a resSpekt, pricom Studentky ocakavaju skor

kamaratsky vztah a sestry-mentorky sa snazia udrziavat vztah na profesionalnej Urovni.

Diskusia a zaver

ZvySeny pocet studentov oSetrovatelstva vyzaduje viac vyskolenych sestier-mentorov, ktori
im poskytnu odborné vedenie pocas vykonu osetrovatelskej praxe a pomoézu tak naplnit poziadavky
tohto regulovaného povolania. JLF UK v Martine ako jedina na Slovensku ponuka akreditovany
program suUstavného vzdelavania Mentor klinickej praxe v odbore osetrovatelstvo, ktory pripravuje
sestry na rolu mentora. Vyssi pocet absolventov tohto programu prispieva k zlepseniu kvality
mentorstva, ¢im sa zvysuje aj kvalita profesionalnej pripravy buducich sestier. Osetrovatelska prax
Studentov bakalarskeho Studijného programu osSetrovatelstvo na JLF UK v Martine je v ramci
semestralnych osetrovatelskych praxi v poslednom roéniku a suvislych odbornych praxi v kazdom
rocniku vedena vyskolenymi sestrami-mentormi formou individudlneho mentorstva a v sulade

s poziadavkami skoly. V niektorych pripadoch su sestry-mentori zodpovedni aj za hodnotenie vykonu
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Studentov v zhode so stanovenymi kritériami Skoly. Tento proces prebieha vo vzajomnej sicinnosti
vSetkych zainteresovanych stran uz viac ako 15 rokov. Sustavne sa usilujeme o jeho optimalizaciu a
zlepSovanie, aj preto realizujeme vyskumné Studie, ktoré ndm umoznuju identifikovat klucové oblasti
vyzadujuce zlepsenie a modifikaciu na zaklade spatnej vazby a aktualnych potrieb praxe. Predkladana
kvalitativna vyskumnd Studia sa zaoberd hodnotenim pozitiv a negativ mentorstva Studentov
oSetrovatelstva, pri¢om sa zameriava na skUsenosti Studentov, sestier-mentorov a zastupcov vedenia
(veduca sestra) pracovisk klinickej vyucby — pilotne sme vychadzali z podmienok Neonatologickej
kliniky UNM. Participantky zo subvzorky Studentiek vsak pri diskusiach o pozitivnych a negativnych
aspektoch mentorstva reflektovali aj predchadzajuce skusenosti s mentorstvom na inych
pracoviskach a s inymi sestrami-mentormi. Identifikované témy reprezentujuce pozitiva a negativa
mentorstva z perspektivy participantiek nasho suboru, sU v sulade s vysledkami zahrani¢nych
vyskumnych studii.

Pozitivnym aspektom mentorstva, ktory povazuju nase participantky za jeden z najvyznamnejsich, je
pocitistoty. Hauge et al. (2019) vo svojej studii uvadzaju, ze pocit istoty je pre zlepSenie kvality ucenia
a vykonu Studentov oSetrovatelstva klucovy, preto je potrebné vytvarat bezpecné prostredie, v
ktorom sa Studenti citia pri ueni a vykonavani oSetrovatelskych vykonov komfortne. Rovnako
Freiland et al. (2023) zdoraziuju vyznam mentora pri posiliovani sebadovery a zvySovani istoty
Studentov pocas klinickej praxe.

Daldou témou identifikovanou ako pozitivum mentorstva, bola trpezlivost mentora. Studentky
vyjadrili, Ze schopnost mentora byt trpezlivy pomaha Studentom rychlejSie sa adaptovat, citit sa
sebavedomejsie, prispieva tak k efektivite ucenia a pocitu pohody na klinickej praxi. Autori Smith et
al. (2024) prezentujy, zZe trpezlivost mentora je jednou z najddleZitejSich charakteristik, ktoré
ovplyviuju ucenie Studentov a ich rozvoj. Zistili tiez, ze trpezlivi mentori zlepsuju efektivitu
vzdeldvacieho procesu. Podobne Jacobsen et al. (2022) uvadzaju, ze vysSia Uroven trpezlivosti
mentora vedie k lepSiemu vzdeldvaniu Studentov a zvysovaniu ich angazovanosti v procese ucenia.
Téma, ktora v studii pozitivne rezonovala, bola integracia Studenta do timu. Viaceri Studenti uviedli,
Ze sa citili vitania vnimani ako sucast timu, ¢o malo pozitivny vplyv na rozvojich praktickych zru¢nosti
a schopnosti spolupracovat s ostatnymi ¢lenmi zdravotnickeho timu. Zaradenie do timu sa ukazuje
ako cennd skusenost pre Studentov osetrovatelstva, ktora im pomaha lepSie porozumiet praci sestry
arozvijat zru¢nosti timovej spoluprace. Autori Smith et al. (2024) zistili, Ze integracia do timu zlepsSuje
praktické zru¢nosti a podporuje socidlnu a profesijnu integraciu Studentov. Na druhej strane, niektori
Studenti pocitovali stres a tlak z neefektivnej komunikacie a problémov v timovej dynamike. Tieto
faktory mozu viest k negativnym skusenostiam, ako opisuju Bogo et al. (2012), ktori varuju pred
negativnymi nasledkami, ak Studenti v time nedokazu efektivne komunikovat alebo sa citia v time

izolovani.
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Dal$im vyznamnym aspektom mentorstva je profesionalita. Studenti povazuju rozvoj profesionality
za kldcovy aspekt mentorstva, pricom sa domnievaju, ze pritomnost kvalitného mentora zvysuje ich
schopnost vykonavat oSetrovatelské ¢innosti s vyssou Uroviiou profesionality. Autori Makhaya et al.
(2023) vo svojom vyskume zdoraznuju, ze kvalitné mentorstvo pomaha Studentom rozvijat praktické
zrucnosti a teoretické vedomosti a posilfiuje ich profesionalitu.

Stres bol v prieskume identifikovany ako negativny faktor mentorstva. Studenti pocituju stres z

roznych dovodov, ako sU osobnostné charakteristiky mentora, napisanie spatnej vazby a iné

nepriaznivé okolnosti. Li et al. (2011) poukazuju na negativne Ucinky stresu, ktoré mézu ovplyvnit
motivaciu a sebavedomie Studentov. Onieva-Zafra et al. (2020) akcentuju, Zze nakolko je vztah medzi

Studentom a mentorom klucovy pre profesijny rozvoj, je délezité minimalizovat stres, ktory méze mat

dlhodoby negativny dopady na profesijnu spokojnost a kariérny rast Studentov.

V ramci negativnych aspektov mentorstva bol identifikovany aj nedostatok casu, ktory maju sestry-

mentori na vedenie Studentov pocas klinickej praxe. Studenti niekedy pocituju, Ze ich mentori nemaju

dostatok ¢asu na individudlne mentorstvo, ¢o vedie k negativnym skiUsenostiam. Cas na efektivne
vedenie Studentov zvysuje kvalitu mentorstva a podporuje rozvoj Studentov osetrovatelstva.

Na zaklade zisteni naSej Studie, najma pomenovanych negativnych aspektov tykajucich sa

organizacie mentorstva Studentov oSetrovatelstva na JLF UK v Martine, navrhujeme nasledujuce

konkrétne odporucania pre vzdelavanie a prax:

- vzdelavanie (JLF UK — garant a lektori mentorského programu, vedenie UOSE JF UK a garanti
predmetov oSetrovatelskej praxe pod superviziou mentorov): podporit otvoreny komunikaciu
medzi Studentmi a sestrami-mentormi v procese vzajomnej spatnej vazby a hodnotenia praxe
v portfdliu mentora; podporit otvoreny komunikaciu v ramci tripartity Student — mentor — garant
predmetu v procese mentorstva, najma pri rieseni konfliktov medzi Studentom a mentorom alebo
pri problémoch pocas praxe.; zvysit déraz na pisomnu spdtnu vazbu v portfoliv mentora v ramci
mentorského programu; nadalej posilfiovat komunikaciu s cielovymi skupinami v zmysle ponuky
programu Mentor klinickej praxe v odbore oSetrovatelstvo aj pre sestry v dalSich regionoch iinych
zdravotnickych zariadeniach (okrem UNM) s ciefom zvysit pocet vyskolenych sestier-mentorov;
prehodnotit priradovanie Studentov k sestram-mentorom vo funkcii manazérov dennej smeny;

- prax (sestry-mentori vo svojich organizaciach): iniciovat diskusie o moznostiach financného
ohodnotenia sestier-mentorov (pripadne jeho prehodnotenia) s manazmentom; navrhnut
nefinanéné motivacné dcinitele v ramci systému odmenovania; motivovat (dalSie) sestry k
absolvovaniu akreditovaného programu PSV Mentor... na JLF UK (napr. na Neonatologickej klinike
UNM aj na zéklade pozitivnych ohlasov Studentiek nasho suboru).

Zaverom konstatujeme, Ze aj ked mentorstvo v oSetrovatelstve prindsa mnohé vyhody, je dolezité

identifikovat a riesit aj negativne aspekty vnimané jednotlivymi stranami tohto procesu. Snahou by
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malo byt zniZzovanie negativnych vplyvov v ramci nastavenych procesov, aby sa plne vyuzil potencial

mentorstva a maximalizoval jeho prinos pre Studentov oSetrovatelstva.
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Primarny nodalny , double hit" difézny velkobunkovy
B-lymfom (dh dlbcl) imitujici primarny dlbcl cns (pcnsl)
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> Konzultacné centrum bioptickej diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK UNM

Abstrakt

Difuzny velkobunkovy B-lymfom (DLBCL) je u vacsiny pacientov potenciadlne kurabilné ochorenie,
preto je dolezité identifikovat podskupiny s agresivnejsim klinickym priebehom a horsou prognézovu,
najma tzv. ,double hit* DLBCL (DH DLBCL) a primarny DLBCL CNS (PCNSL). DH DLBCL
charakterizovany suc¢asnymi translokaciami C-MYC a BCL2 alebo BCL6 génu je zvycajne asociovany
s rezistenciou k Standardnej chemoterapii.

CIELOM prezentovaného pripadu je poukazat na potrebu komplexného pristupu v diagnostike
agresivnych lymfémov, vratane potreby doplnenia adekvatnych klinickych udajov.

MATERIALY A METODY: Analyzované boli dve biopsie pacienta s lymfémom CNS. V prvej biopsii z
TU intraspinalne s frakturou a infiltraciou lumbalneho stavca (L1), velké blastické elementy vykazovali
tzv. non-GCB DLBCL fenotyp s velmi vysokou proliferaénou aktivitou, ktory sveddil pre diagnézu
DLBCL miechy. Druhd biopsia z TU mozgu v oblasti BG ukazala identicky histomorfologicky obraz
a podobny fenotyp, navySe s pribudnutim pozitivnej bcl2 a bcl6é proteinovej expresie. Nador
predstavoval relaps DLBCL v CNS a fenotypovo favorizoval PCNSL. Retrospektivne ziskané
informacie o pacientovi ukazali, Ze ochorenie bolo uz pri prvej biopsii diseminované (IV. klinické
Stadium), pacient dostaval intenzivnu chemoterapiu a absolvoval aj autoldgnu transplantaciu
krvotvornych buniek. Tato liecba viedla ku kompletnej remisii az do relapsu, pricom pacient mesiac
po relapse zomrel. Biopsie boli retrospektivne analyzované metédami FISH. Prva biopsia vykazovala
zlom v lokuse C-MYC, 5'deléciu v lokuse BCL6 a pritomnost IGH/C-MYC fuzii. V druhej biopsii bola
detegovana identicka 5'delécia v lokuse BCL6 a zlom v lokuse IGH, pri¢com lokus C-MYC a BCL2 bol
bez prestavby.

ZAVER: Nador pévodne hodnoteny ako PCNSL predstavoval diseminovany DH DLBCL s postihnutim
CNS, ktory bol aj napriek intenzivnej terapii a transplantacii KD asociovany so zlou prognézou. Findlna

diagndza teda predstavuje , puzzle" vSetkych dostupnych udajov.
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Klocové slova: ,double hit" difozny velkobunkovy B-lymfém (DH DLBCL), primarny difuzny
velkobunkovy B-lymfém (PCNSL), fluorescencna in-situ hybridizacia (FISH)

Uvod
Difuzny velkobunkovy B-lymfém (DLBCL) predstavuje heterogénnu skupinu agresivnych

nadorov, ktord sa v sucasnej SZO klasifikacii nadorov krvotvorby a lymfatického systému

(z r. 2017) stratifikuje na viacero skupin, resp. podskupin s rozdielnym stuprfiom agresivity a tym aj
rozdielnou progndzou. DLBCL je u vacsiny pacientov potencialne kurabilné ochorenie, avsak cast
pacientov na Standardnu liecbu neodpovedd alebo relabuje. Z prognostického a terapeutického
hladiska je preto délezité identifikovat aj podskupiny s agresivnejsim klinickym priebehom a horsou
prognozou (Le Gouill et al., 2007; Niitsu et al., 2009). V spektre DLBCL patria k takymto podskupinam
najma ,double hit* DLBCL (DH DLBCL) a primarny DLBCL CNS (PCNSL). DH DLBCL je
charakterizovany konkurentnymi translokaciami C-MYC a BCL2 génu (DH C-MYC a BCL2), menej
Casto aj BCL6 génu (DH C-MYC a BCL6). Ide o vysoko agresivne nadory s velmi nepriaznivou
prognozou (prezivanie skoér v mesiacoch ako v rokoch), ktoré su rezistentné k Standardnej terapii,
Casto postihuju extranodalne lokality, obzvlast CNS a maju vysoké riziko relapsu (Aukema et al., 2011;
Savage et al., 2009). PCNSL vznikajuci primarne v mozgu, mieche alebo v oku je v spektre klasifikacie
nadorov krvotvorby a lymfatického systému podla SZO (2017) zaradeny ako samostatna a klinicky
agresivna nozologicky jednotku s nepriaznivou progndzou. Vacsina pacientov zomiera v priebehu
dvoch rokov a 5-ro¢né celkové prezivanie pacientov je 4-40% (Damek et al., 2003; Ferreri et al., 2007).
Morfologicky je tvoreny pruhmi a agregatmi blastov (prevazne centro- a imunoblastov) s ¢rtami
angiocentrizmu. Nadorové bunky su pozitivne pri dokaze CD20o a CD7y9a znaku a typicky vykazuju
pozitivnu expresiu MUMa proteinu (pribl. 9o% pripadov), pricom expresia CD1o znaku je zriedkava
(10-20% pripadov). Blasty suU zvycajne pozitivne pri dokaze bcl6 a bcl2 proteinu, typicky bez asociacie

s translokaciou t(14;18)(q32;q21) (Swerdlow et al., 2017; Camilleri-Broet et al., 2006).

Materialy a metody
V ramci konzulta¢ného bioptického vysetrenia boli k nam zaslané vo forme parafinovych

blokov dve biopsie pacienta s lymfémom CNS: prva biopsia z tumoru (TU) intraspinalne s fraktUrou a

infiltraciou lumbalneho stavca (L1) a druha biopsia z TU mozgu v oblasti bazalnych ganglii (BG) vlavo.
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Pacient
ISlo 0 45 ro¢ného muza s arteridlnou hypertenziou, diabetes mellitus 2. typu na PAD a

B-bunkovym non-Hodgkinovym lymfémom (NHL) typu DLBCL v pokrocilom klinickom $tadiu (IV. B),
ako aj s vysokym rizikom medzindrodného prognostického indexu (IPI 4). Pacient mal inicidlne
retroperitonedlnu lymfadenopatiu s prerastanim nadoru do miechového kanala v oblasti lumbalnej a
sakralnej chrbtice s kompresivnou frakturou a infiltraciou stavca Li. Taktiez mal infiltrované
semenniky a slezinu. Pacient absolvoval RT (TD 30 Gy) na oblast hrudnej a lumbalnej chrbtice, ako aj
na oblast semennikov (TD 24 Gy). Dostaval liecbu podfa protokolu GMALL (nemecky protokol na
liecbu akutnej lymfoblastovej leukémie a BL), intratekalnu profylaxiu a absolvoval autolégnu
transplantaciu krvotvornych buniek. Pacient dosiahol podla PET kompletnu remisiu. O jeden rok bol
prijaty na neurochirurgicku kliniku s 2 tyzdfiovou anamnézou bolesti hlavy, zhorsenia zraku, diplopie
a neostrym videnim. Na CT a MR vySetreni bol nalez napadnej heterogénnej infiltracie lokalizovanej v
oblasti BG vlavo. Realizovana stereotakticka biopsia potvrdila, Ze ide o relaps zakladného ochorenia v
mozgu. Pacientovi bola indikovana paliativna RT. Klinicky stav pacienta sa vSak postupne zhorsoval a
narealizovanom CT vy3etrenibol nalez progresie ochorenia aj v mozgovom kmeni. Napriek nasadene;j

liecbe, pacient po mesiaci od diagnostikovaného relapsu pre progresiu zakladného ochorenia exitoval.

Histomorfologicka aimunohistochemicka (IHC) analyza

Z obdrzanych parafinovych blokoch boli narezané sStandardné tkanivové rezy farbené
panelom zdkladnych a Specidlnych histologickych farbiacich metéd (hematoxylin a eozin, Giemsa,
PAS reakcia, impregnacia podla Gomoriho) a pomerne Sirokym panelom IHC vySetreni (protilatky
proti znakom CK/KL1, EMA, CD20o, CD3, CD1o, bcl2, bcl6, MUMz1, CD138). Vzorky boli spracované
deparafinizaciou a revitalizaciou tkaniva v pristroji PTLink (DAKO Denmark A/S, Glostrup, Dansko),
podla typu pouzitej protilatky aj s pouzitim Target Retrieval Solution Low ph (ph =7), Target Retrieval
Solution High ph (ph = 9) alebo EDTA (ph = 9) a to pri 96 °C pocas 20 min. IHC farbenie sa uskutocnilo
pomocou automatického imunostainera (DAKO Denmark A/S, Glostrup, Dansko). Cut-off hranica
pozitivnej expresie jednotlivych proteinov bola stanovena podla odporucania vyrobcu a podla
odbornych
publikacii. V pripade expresie znaku CD10, Bcl6 a MUM1 sme podla Hansovej et al., (2004) nador
povazovali za pozitivny pre prislusny znak, ak vykazovalo pozitivitu aspon 30% nadorovych buniek.
Ziskané vysledky boli odc¢itavané na mikroskope Olympus BX41 nezavisle 3 patoldgmi. Zavery

vySetreni boli navzajom porovnavané a nasledne Statisticky vyhodnotené.
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Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH)

Obe biopsie boli analyzované aj metéddami fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH). FISH
analyza sa vykonala na parafinovych rezoch s hrubkou 3 pm na podloznych sklach Superfrost Plus
(Menzel-Gldser, Braunschweig, Nemecko), ktoré boli spracované prostrednictvom Histology FISH
Accessory Kit (DAKO Denmark A/S, Glostrup, Dansko) Metddou FISH sme vysetrili nasledovné
abnormality:

1.) prestavba IGH/C-MYC génov s pouzitim LSI IGH/MYC, CEP8 Tri Color dual Fusion Translocation
(Abbott/Vysis) sondy;

2.) stav lokusu C-MYC (8q24) s pouzitim LSI MYC Dual Color Break Apart Rearrangement
(Abbott/Vysis) sondy;

3.) stav lokusu BCL2 (18g21) s pouzitim LSI BCL2 Dual Color Break Apart Rearrangement
(Abbott/Vysis) sondy;

4.) stav lokusu BCL6 (3g27) s pouzitim LSI BCL6 Dual Color Break Apart Rearrangement
(Abbott/Vysis) sondy;

5.) stav lokusu IGH (14932) s pouzitim LSI IGH Dual Color Break Apart Rearrangement (Abbott/Vysis)
sondy.

Preparaty boli odcitané s vyuzitim fluorescencného mikroskopu Olympus BX61WI (Olympus
Corporation, Tokyo, Japonsko) vybaveného kamerou CCD-1300QLN (Vosskihler GmbH, Osnabrick,
Nemecko). Fluorescencné signaly boli snimané a hodnotené pomocou pocitacového softvéru pre
analyzu obrazu LUCIA Cytogenetics2 (Laboratory Imaging s. r. o., Praha, Ceskd republika).
Hodnotenych bolo minimalne 100 interfaznych jadier. Hrani¢na hodnota pozitivity (cut-off level) bola
stanovena na zaklade odbornych publikacii na = 5 % nadorovych buniek pre vySetrenie zlomovou

sondou a na =10 % nadorovych buniek pre vysetrenie fuznou sondou.

Vysledky
Histomorfologicka a imunohistochemickd (IHC) analyza
Biopsia C.1.

Mikroskopicky islo o fragmenty nadorového infiltratu ,blastického vzhladu" s neistou pozitivitou
CD45 antigénu podla povodne prilozeného IHC preparatu. Histocytologicky tvorili nadorovy infiltrat
kohezivne a mitoticky vysoko aktivne blasty, ktoré v prvej sérii nasich IHC vySetreni vykazovali
fenotyp CD20+, CD3-, bcl2-, CK/KL1- a EMA-. Pripad bol predbezne uzavrety ako CD2o+/bcl2-
blasticky B-NHL, histomorfologicky na rozhrani Burkittovho lymfému (BL) a DLBCL, preto sme
pokracovali eSte vo vySetreniach. Dodatocnym vySetrenim sme zistili, ze nadorové bunky okrem uz
vyssie uvedeného vykazovali nasledovné znaky: CD1o-, bcl6-, CD138- a vysoku proliferaénu aktivitu

(index Ki-67) viac ako go % (obr. 1, tab.1). Pripad sme po komplexnom zhodnoteni uzatvorili ako
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infiltraciu miechy v oblasti stavca L1 CD2o+ blastickym B-NHL zo spektra DLBCL, morfologicky

centroblastovy variant, fenotypovo podla algoritmu Hansovej et al., (2004) non-GCB podskupina.

Obr. 1. Biopsia ¢. 1 - histomorfologicka a imunohistochemicka (IHC) analyza: A) nadorovy infiltrat
vzhladu centroblastov (H&E x 40); IHC su nadorové bunky pozitivne pri dokaze antigénu CD2o (B, x
60) a negativne pri dokaze antigénu CD1o (C, x 40) a vykazuju vysoku proliferacnu aktivitu (index Ki-

67) (D, x 20).

(s ﬁﬁb‘%

R
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Biopsia ¢.2.

Mikroskopicky iSlo v tomto pripade o fragmenty mozgového tkaniva, v ktorych boli loziska
perivaskuldrne akcentovanej blastickej nadorovej lymfoproliferacie s fenotypom CD20+, CD1o-,
bcl2+, bcl6 a MUMz1+ vo viac ako 70% buniek, ktorej proliferacna aktivita (index Ki-67) bola nad 90%
(obr. 2, tab. 1). Pripad sme uzatvorili ako infiltraciu mozgu nami v minulosti (v r. 2009) v oblasti
lumbalnej miechy verifikovanym CD2o+ blastickym B-NHL typu DLBCL, ktorého fenotyp zodpoveda
PCNSL.
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Obr. 2. Biopsia €. 2 — histomorfologicka a imunohistochemicka (IHC) analyza: A) loZisko blastickej
lymfoproliferacie s véazbou na cievy (H&E x 10); IHC sU nadorové bunky pozitivne pri dokaze antigénu

bcl2 (B, x 40), bcl6 (C, x 40), MUMa (D, x 40).

4 . b -- Q{f‘,),} ?t\‘
i L

Tab. 1. Porovnanie vysledkov imunohistochemickej (IHC) analyzy v biopsii ¢.1 a €. 2..

vySetrovany antigén biopsia ¢.1 biopsia ¢ 2.

CD2o pozit.

CDao
bcl6
bcl2
MUMa1
Ki-67

negat.
negat.

negat.

nevysetreny

> ako 90%

Fluorescencndin situ hybridizacia (FISH)

pozit.
negat.
pozit.
pozit.

pozit.

>ako 90%




Biopsia ¢.1.
Realizovanymi FISH vySetreniami sme dokazali zlom v lokuse C-MYC (20%), pritomnost IGH/C-MYC

fuzie (218%) a 5'deléciu v lokuse BCL6 (89%). Lokus BCL2 bol bez prestavby (obr. 3., tab.2.).

Obr. 3. Biopsia €. 1 — fluorescencna in situ hybridizacia (FISH analyza): nadorové bunky vykazuju

pritomnost IGH/C-MYC fuzii (A) a 5'deléciu v lokuse BCL6 (B).
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Biopsia ¢.2.

Realizovanymi FISH vySetreniami sme v tejto biopsii vylUdili prestavbu v lokuse BCL2,
C-MYC a pritomnost IGH/C-MYC fuzii. Bola dokazana 5'delécia v lokuse BCL6 (70%) a zlom v lokuse
IGH (56%) (obr. 4, tab. 2.).
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Obr. 4. Biopsia ¢. 2 — fluorescencna in situ hybridizacia (FISH analyza): nadorové bunky vykazuju

pritomnost 5'deléciu v lokuse BCL6 (A) a zlom v lokuse IGH (B).
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Tab. 2. Porovnanie vysledkov FISH analyzy v biopsii €. 1. a ¢ 2.
vySetrovany zistena abnormalita biopsia ¢.1 biopsia ¢ 2.
gén
BCL2 negat. (0%) negat. (0%)
BCL6 5 delécia pozit. (89%) pozit (70%)
C-MYC zlom pozit. (20,5%) negat. (0%0)

IGH/C-MYC fuzia pozit. (18%) negat. (0%)

IGH zlom pozit. (17%) pozit.(56%b)

Diskusia
K najcastejSim genetickym zmenam v DLBCL patria chromozomalne translokacie génov BCL6

(19-36% pripadov), BCL2 (20-30% pripadov) a génov pre tazky a lahky retazec Ig (Hartmanne et al.,
2007). Hoci bola translokacia C-MYC génu dlho spojena iba s BL, zistilo sa, ze sa vyskytuje aju
inych agresivnych B-bunkovych lymfémov, vratane DLBCL. Samotna C-MYC translokacia sa deteguje
v 5-10% pripadoch DLBCL (Savage et al., 2009). Translokaénymi partnermi C-MYC génu suU v 60%
pripadoch IG gény a v 40% r6zné non-IG gény — najcastesie oblast chromozdému gpa3, zriedkavejsie
1p36, 3p25, 3927, 4P14, 5913, 12p11, 13931 (Johnson et al., 2009; Barrans et al. 2010; Savage et al.
2009). V 15-20% DLBCL sa deteguje chromozdmovy zlom postihujuci lokus C-MYC/8q24 v kombinacii
s inou rekurentnou chromozomovou translokaciou, najcastejsie s translokaciou t(14;18)(q32;q21)
zahfiajucou BCL2 gén (62% pripadov). Menej Casto (8% pripadov) je detegovana konkurentna
translokacia C-MYCaBCL6 génu (Aukema et al., 2011; Swerdlow et al., 2017). Tato podskupina DLBCL
nazyvana ako ,double hit" DLBCL (DH DLBCL) sa v sucastnej SZO klasifikacii (2017) zacleruje do
samostatnej nozologickej jednotky s nazvom ,Vysoko-maligne B-bunkové lymfomy s MYC a BCL2
a/alebo BCL6 preskupenim" (predtym zahrnuté pod tzv. ,B-bunkové lymfomy, neklasifikovatelné, s
intermediarnymi ¢rtami medzi DLBCL a BL"- BCLU: ,B-cell lymphoma, unclassifiable with features
intermediate between DLBCL and BL"). DH DLBCL su vysoko agresivne nadory charakteristické
pokrocilym  klinickym Stddiom ochorenia, vysokym intermediarnym az vysokym rizikom
medzinarodného prognostického indexu a extranodalnym postihnutim vratane infiltracie KD a CNS
(Aukema et al., 2011). Median prezivania pacientov je menej ako 1 rok a 5-ro¢né celkové prezivanie je
20-30%. Velkou vyzvou v tejto podskupine DLBCL zostava objavenie ucinnej terapie. Vhodnou
lieCebnou metoddou sa zda byt kombinovana vysokodavkovand imunochemoterapia s uplatnenim

principov liecby BL (napr. protokol GMALL) aautoldgna
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transplantacia krvotvornych buniek (Friedberg et al. 2012; Sweetenham et al., 2012; Savage et al,,
2009).
DH lymfémy maju pomerne heterogénny morfologicky obraz, mézu mat vzhlad BL, DLBCL alebo

zriedkavejsSie FL. Vacsina DH C-MYC a BCL2 DLBCL vykazuje IHC ,tripple" pozitivnu expresiu CD1o,
bcl6 a bcl2 proteinov, pri zriedkavosti expresie MUMa proteinu a prolifera¢nu aktivitu (index Ki-67)
v rozsahu 50-100% (Aukema et al., 2011; Pillai et al., 2013). Podla analyzy profilu génovej expresie
patria zvdcsa do tzv. GCB podskupiny. Naproti tomu DH C-MYC a BCL6 DLBCL maju morfoldgiu skor
BL, sU zvycajne negativne pri dokaze CD10 a bcl2 proteinu a Castejsie vykazuju MUMa pozitivitu (Pillai
et al., 2013; Turakhia et al., 2014). V pripade DH C-MYC a BCL2 DLBCL, translokacia t(8;14)(q24;32)
vedie k overexpresii C-MYC proteinu a tym k rychlej bunkovej proliferacii, translokacia t(14;18)
(932;q21) aktivuje overexpresiu bcl2 proteinu a inhibuje tak apoptdzu. Preto mozno konstatovat, ze
za zIU prognozu tychto nadorov zodpoveda najskor spoluposobenie tychto translokovanych génov
(Johnson et al., 2009; Barrans et al., 2010; Savage et al., 2009).

DH C-MYC a BCL6 DLBCL su cytogeneticky menej komplexné a ich patogenéza nie je este plne
objasnena — traslokacia BCL6 génu pravdepodobne prispieva k zvysenej proliferacii nadorovych
buniek (Pillai et al., 2013). V predlozenej kazuistike sme reportovali pripad pacienta s primarne
nodalnym DH DLBCL s extranodalnou propagaciou a neskorsim relapsom do mozgu, ktory imitoval
PCNSL. V prvej biopsii z intraspinalneho TU nadorovy infiltrat blastického vzhladu vykazoval tzv. non-
GCB DLBCL fenotyp s velmi vysokou proliferacnou aktivitou (index Ki-67 viac ako 9o0%), ktory
pripustal diagnézu DLBCL miechy. Druha biopsia z TU mozgu v oblasti BG ukazala identicky
histomorfologicky obraz a podobny fenotyp, navyse s pribudnutim pozitivnej bcl2 a bcl6 proteinovej
expresie. Nador predstavoval relaps DLBCL v CNS a fenotypovo, typickou vysokou ,tripple"
pozitivnou expresiou MUMz1, bcl2 a bcl6 proteinov pri absencii expresie proteinu CD1o, favorizoval
PCNSL. AZ retrospektivne ziskané klinické informacie o pacientovi ukazali, Ze ochorenie bolo uz
pri prvej biopsii diseminované (IV. klinické stadium), pacient dostaval intenzivnu chemoterapiu a
absolvoval autolognu transplantaciu krvotvornych buniek. Tato liecba viedla ku kompletnej remisii az
do relapsu, pricom pacient mesiac po relapse exitoval. Biopsie boli retrospektivne analyzované
metodami FISH. Prva biopsia vykazovala zlom v lokuse C-MYC, 5'deléciu v lokuse BCL6 a pritomnost
IGH/C-MYC fuzii. V druhej biopsii bola detegovana identicka 5'delécia v lokuse BCL6 a zlom v lokuse
IGH, pricom lokus C-MYC a BCL2 (aj napriek bcl2 pozitivnej expresii) bol bez prestavby. Lokus BCL6
vykazoval 5'deléciu v zna¢nom mnozstve nadorovych buniek v oboch biopsiach. Je problematické sa
na zaklade FISH analyzy vyjadrit, &i v oboch nddoroch skutocne doslo k translokacii ¢asti BCL6 génu,
s inym ako IGH partnerom alebo len k jeho 5"delécii. V biopsii €. 1. vznikol v lokuse C-MYC zlom v 20%
nadorovych buniek, ¢o koreSponduje s pritomnostou IGH/C-MYC fuzii, ktoré sa vyskytovali v 18%

buniek aso zlomom v lokuse IGH (17% nadorovych buniek). V biopsii ¢. 2. sa zlom v lokuse IGH
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detegoval v 56% nadorovych buniek. Naproti tomu v biopsii €. 1. bol zlom v lokuse IGH pritomny iba v
17% nadorovych buniek, ¢o koresponduje so zlomom v lokuse C-MYC (20% nadorovych buniek) a
s pritomnostou IGH/C-MYC fuzii (18% nadorovych buniek). Navyse v biopsii ¢. 2 nebola pritomna
translokacia 1(8;14)(q24;q32), takze predpokladame, Zze klon buniek s touto translokaciou
pravdepodobne vplyvom liecby vymizol, ale pribudol novy klon so zlomom v lokuse IGH, ktory uz nie
je mozné blizSie Specifikovat. V konecnom dosledku pritomnost translokacie t(8;14)(q24;q932)

a aberacie v lokuse BCL6 v biopsii €. 1. pripUsta diagnézu DH DLBCL.

Zaver
Vysetrenie metodou FISH ma dnes nezastupitelny ulohu v diagnostike DH DLBCL, ako

podskupiny DLBCL asociovanej sextranodalnym postihnutim, vysokym rizikom relapsu v CNS
a rezistenciou k Standardnej chemoterapii. Preto sa odporuca realizovat tUto analyzu pri diagnostike
vSetkych DLBCL, alebo aspon v tych pripadoch, v ktorych sa prekryvaji morfologické a fenotypové
charakteristiky DLBCL a BL. V prezentovanom pripade sme chceli poukazali na komplexnost
bioptickej a FISH analyzy pri diagnostike agresivnych lymfémov, ktort je potrebné doplnit aj
adekvatnymi klinickymi Udajmi. Nador povodne hodnoteny ako PCNSL predstavoval diseminovany
DH DLBCL s postihnutim CNS, ktory bol aj napriek intenzivnej terapii a transplantacii KD asociovany

s velmi zlou progndzou. Finalna diagndza teda predstavuje , puzzle" vSetkych dostupnych udajov.
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Abstrakt

CYP2Wa je onkoSpecificky cytochrom P45o, monooxygendza ktord ktora katalyzuje mnohé reakcie
zapojené do metabolizmu lieciv, karcinogénov a prokarcinogénov a syntézy cholesterolu, steroidov a
inych lipidov a teda zohrava doélezitu Ulohu v progresii kolorektalneho karcinomu, pravdepodobne
prostrednictvom metabolizmu tychto latok . Gén CYP2W1 sa vyznaduje Specifickou expresiou v
nadorovych bunkach a len minimalnou expresiou v normalnych tkanivach dospelého ¢loveka. Jeho
expresia je vyssia v pokrodilych stadiach Cielom prace bolo zistit aky vplyv v tomto géne ma SNP rs
rs3735684 na riziko vzniku karcindmu hrubého Creva. Zistili sme Ze pritomnost mutovanej alely (Thr)
v genotype ma tendencny protektivny efekt - OR=0,88. Tento efekt sa vyraznejSie potvrdil aj
v asociatnom teste v dominantnom aj aditivnom modeli u muzov kde OR=0,24.Tento fakt naznacuje,
ze sledovany SNP znizuje karcinogénny potencial enzymu, ¢im robi CYP2W1 zaujimavym
potencialnym prognostickym biomarkerom a terapeutickym cielom v onkoldgii.

Klucové slova: karcindom creva, SNPs CYP2Wa1, nachylnost

Uvod
CYP2Wa1 je onkofetalny enzym — jeho expresia je vysoka v fetalnych tkanivach, ale v dospelom

tele sa vyskytuje takmer vylu¢ne v nadoroch, najma v kolorektalnom karcinome (CRC). Vysoka
expresia CYP2W1 bola zaznamenana v pokrocilych stadiach CRC, pricom bola spojena s horsou
prognozou a vyssim rizikom metastaz. Tento enzym sa skuma ako potencialny terapeuticky ciel,
pretoze je schopny aktivovat prolieciva Specificky v nddorovych bunkach. Aj ked je CYP2W1 menej
preskumany ako iné enzymy P450, Studie naznacuju jeho Ulohu v metabolizme lipidov. CYP2W1 moze
oxidovat mastné kyseliny a ich derivaty na bioaktivne molekuly, ktoré reguluju proliferaciu buniek,
zapal a angiogenézu. Jeho aktivita moze ovplyvnit syntézu eikosanoidov, ¢o by mohlo podporovat
progresiu CRC. Existuju dokazy, Zze CYP2W1 mdze metabolizovat sekundarne zlcové kyseliny, ako je
deoxycholova kyselina (DCA) a litocholova kyselina (LCA), ktoré su zname svojimi karcinogénnymi
ucinkami v hrubom creve. Ak CYP2W1 premiena tieto zlcové kyseliny na reaktivne intermediaty,

moze to zvySovat genotoxické poskodenie a riziko CRC.
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Specifické genetické varianty CYP2Wa1*2 mozu ovplyvnit aktivitu enzymu a jeho schopnost
metabolizovat karcinogény. Niektoré polymorfizmy v CYP2W1 sU spojené s vyssou enzymatickou
aktivitou, o moze zvySovat tvorbu reaktivnych metabolitov a DNA poskodenie v hrubom creve.
Naopak, niektoré varianty mozu znizovat aktivitu CYP2Wa, ¢im by sa mohol znizovat karcinogénny
potencial enzymu. CYP2Wz1 sa preto skima ako geneticky biomarker CRC, ktory by mohol pomoctv

predikcii rizika a odpovede na liecbu.

Material a metody

Do suboru pripadov (pacientov) bolo zaradenych 226 pacientov s histopatologicky
verifikovanym kolorektalnym karcinomom (diagnozy Ca8, Cag), s akymkolvek cT a cN, ktori boli
hospitalizovani a lie¢eni na Chirurgickej klinike Univerzitnej nemocnice v Martine v obdobi od roku
2009 —2019. Vzorky periférnej krvi zdravych kontrol v pocte 417 boli ziskané od dobrovolnych darcov
plnej krvi z Transfuzneho oddelenia Univerzitnej nemocnici v Martine; od zdravych dobrovolnikov
vySetrovanych v ramci preventivnych prehliadok na Klinike pracovného lekarstva Univerzitnej
nemocnice v Martine; a zamestnancov Jesseniovej lekarskej fakulty UK v Martine. Priemerny vek
pacientov (pripadov) v ¢ase odberu periférnej krvi na DNA vySetrenie bol 65,6 + 11,2 (median 66)
rokov. Priemerny vek v kontrolnej skupine bol 53,9 + 11,9 (median 54) rokov.
Pre enzymaticky systém cytochromu P45o sme sledovali SNP CYP2W1*2 (rs3735684), ktory sme
zvolili na zaklade jeho charakteristiky v databazach GeneSNPs, HGMD a dbSNP. Jednonukleotidovy
polymorfizmus rsg85219 sa nachadza na chromozéme 7 v pozicii 985219. a predstavuje zamenu baz
adeninu (A) za guanin (G) v pozicii 373 v rdmci génu CYP2W1. Tato zmena vedie k zamene
aminokyseliny v proteine, konkrétne alaninu za treonin, ktora predstavuje substitUciu nepolarnej
aminokyseliny za polarnu, ¢o by mohlo ovplyvnit strukturu alebo funkciu proteinu. Na identifikaciu
SNP sme pouzili metodu HRM. Sekvencia primerov bola nasledovna: F: GGCTCCCTCCAATATCACCT
aR: GGGTCCCGGTAGTCAAATC; dizka amplikénu bola 60bp; teplota topenia 56 °C. Obr.1
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Obrazok 1 Grafické znazornenie priebehu HRMA pre rs3735684 génu CYP2W1*2 v programe
LightCycler® 480 Gene Scanning Software vi.5.
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(a) normalizované krivky topenia vzoriek DNA, zoskupené podla genotypu do dvoch skupin:
Cervend —vzorky s genotypom G/A a modra — vzorky s genotypom G/G;

(b) teplotné maxima (piky) pre jednotlivé genotypy. Genotyp A/A nebol detegovany.

Na Statistické vyhodnotenie vysledkov a testovanie hypotéz bol pouzity program STATISTICA 8.0
(StatSoft Inc.). Na testovanie odchylok vo veku medzi kontrolnou a pacientskou skupinou bol pouzity
neparametricky Mann-Whitney test. Genetické analyzy boli uskuto¢nené v programe SVS v8.3 (SNP
& Variation Suite, Golden Helix, Inc.,, Bozeman, MT, www.goldenhelix.com). Na testovanie
vyznamnosti odchylky od Hardy-Weinbergovej rovnovahy a na testovanie zakladnych alelovych
asociacii bol pouzity Fisherov test. Asociacné testy boli uskutocnené metddou adjustovanej logistickej
regresie s ,case-control® statusom ako zavislou premennou, vekom a pohlavim ako matucimi
premennymi, vo vsetkych troch genetickych modeloch (dominantny, aditivny a recesivny). Konecny
vyber vysvetlujucich premennych v modeli bol vykonany pomocou postupnej (stepwise) regresie. Na
stanovenie genetického rizika sme pouzili charakteristiku pomer Sanci — odds ratio (OR) s 95 %
intervalom spolahlivosti. Za Statisticky vyznamné boli povazované hodnoty pravdepodobnosti testov

pod hladinou vyznamnosti alfa o,05.

Vysledky

Vysledky frekvencii minoritnych alel (MAF) sledovaného SNP v slovenskej populacii boli
porovnané s priemernymi frekvenciami alel v populdcidch zastupenych v databaze 1000 Genomes,
s cielom p s udajmi pre eurdpsku/kaukazsku populaciu. Frekvencie alel v v sledovanych suboroch
slovenskej populacie su uvedené v tab.2.

Tabulka 2 Frekvencie mensinovych alel SNP a vysledky testovania asociacie nachylnosti na karcinom
Creva

Gén Marker Alela® |Pripad Kontrola [P’ OR Cl (95 %)

CYP2Wa*2  |rs3735684 Thr 0,06 0,07 0,73 0,88 0,44-1,74

Pozn.: ® — mensinova alela; alely sU oznacené nukleotidovymi skratkami (malé pismena) alebo
skratkou aminokyseliny, ktorej alela zodpoveda; ° - Fisherov presny test.

V tabulke 3 su uvedené frekvencie genotypov v sledovanych skupinach. Genotyp DD, teda kombinacia
dvoch minoritnych alel nebol ndjdeny u zZiadneho jedinca tak v skupine kontrol ako v skupine

pripadov.
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Tabulka 3 Vyskyt genotypov SNPs v skupinach pripadov a kontrol.

Frekvencia genotypov (%)

Pripad Kontrola
Gén Marker DD Dd dd DD Dd dd
CYP2Wa1*2  |rs3735684 0,00 0,12 0,88 0,00 0,13 0,87

Pozn.: D- mensinova alela, d — vacsinova alela.

Dalek sme sledovali asocia¢né testy na troch modeloch. Vzhladom k tomu, Ze nebol v sibore ani raz
najdeny genotyp DD, recesivny model z hodnotenia vypadol. Vysledky testov sU uvedené v tab.

4.Vysledky pre dominanty aj aditivny model boli zhodné, ¢o ukazuje, ze pritomnost mensinovej alely
ma vplyv na efekt genotypu. Kym v skupine pacientov muzov mala pritomnost mensinovej alely

v genotype protektivny efekt, v skupine zZien, naopak rizikovy efekt.

Tabulka 4 Vysledky asociacnych testov genotypov bez a s ohladom ohladu na pohlavie a lokalizaciu
(C28+Ca9)

Dominantny model Aditivny model Recesivny model
Gén P 1OR [Cl(95%) |P° [OR |Cl(95%) [P° OR |Cl (95 %)
CYP2Wa1*2 |vSetci 0,91 |1,05 |0,42-2,58 |0,91 |1,05 |0,42-2,58 |* * *
CYP2Wa*2 |zeny 0,13 (2,53 |0,75-8,48 |0,23 |2,53 |0,75-8,48 |* * *
CYP2W1*2 |muzi 0,09 (0,24 |0,04-1,37 [0,09 0,24 |0,04-1,37 |* * *

Pozn.: ?— P adjustované na vek a pohlavie regresnou analyzou;
*- aspon jeden zmoznych genotypov, v subore pripadov alebo kontrol, nebol najdeny (n = o).

Diskusia
CYP2W1 je monooxygenazovy enzym patriaci do superrodiny cytochrémov P50, ktory sa

zUcastfiuje metabolizmu réznych endogénnych substratov vratane lyzofosfolipidov, kyseliny
arachidonovej, benzfetaminu a indolu, ako aj aktivovat niekolko prokarcinogénov, vratane
polycyklickych aromatickych uhlovodikov, aflatoxinu B1 a sterigmatocystinu. (Karlgren a Ingelman-
Sundberg, 2007; Xiao a Guengerich, 2013). Okrem toho CYP2Wa1 konvertuje kyselinu all-trans-
retinovu (atRA) na 4-hydroxyatRA a all-trans-retinol na 4-hydroxyall-trans-retinol, ¢o naznacuje jeho

Ulohu v metabolizme retinoidov (Zhao ,2016).
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Sucasne je zapojeny do syntézy cholesterolu, steroidov a inych lipidov. CYP2W1 je exprimovany
najma v nadorovych tkanivach a pocas fetadlneho vyvoja. Pocas vyvoja gastrointestinalneho traktu je
CYP2W1 exprimovany, avsak po narodeni je jeho expresia v Creve a hrubom creve umlcana
epigenetickymi modifikaciami. Pri kolorektalnom karcindéme dochadza k reaktivacii CYP2W1 v
désledku demetylacie. Urovne expresie u CRC pozitivne koreluju so stupfiom malignity, su vy$sie v
metastazach a su prediktivne pre prezivanie pacientov (Guo et al., 2016).

V studii z roku 2014 bola overexpresia CYP2W1 spojena s hepatocelularnym karcindmom (HCC),
pricom vyssia expresia bola spojend s horSou progndézou (Zhang et al. 2014). CYP2W1 je tiez
exprimovany v normalnych a neoplastickych nadoblickach, ¢o naznacuje jeho potencial ako ciela pre
cieleny terapiu pri adrenokortikalnom karcinome (ACC). Navyse, vysoka expresia CYP2W1 bola
spojena s lepsou odpovedou na liecbu mitotanom u pacientov s ACC (Ronchi et al., 2014). V Studii z
roku 2022 bola nizka expresia CYP2W1 spojena s horSim prezivanim pacientiek s karcindmom prsnika,
¢o naznacuje jeho potencidl ako prognostického biomarkera (Aiyappa-Maudsley et al., 2022).
CYP2W1 ma schopnost aktivovat niektoré lieCiva na cytotoxické latky, ¢o naznacuje jeho potencial
ako ciela pre cielenu protinadorovy terapiu. Napriklad, CYP2W1 moéze konvertovat syntetické
derivaty duokarmycinu na aktivne protinadorové latky, o bolo preukazané v studiach na mysich
modeloch (Travica et al., 2013).

Vzhladom na tieto fakty, expresia génu CYP2Wz1 je povazovana za zaujimavy nezavisly diagnosticky
a prognosticky marker (Karlgren a kol., 2006; Gomez a kol., 2007; Edler a kol., 2009; Gomez a kol.,
2010; Chung a kol., 2016). Studii sledujucich asociaciu polymorfizmov s nachylnostou na CRC je
pomerne malo. Na kaukazskej populacii bolo zistend asociacia SNP rs3735684 génu CYP2Wa so
zvySenym rizikom CRC (Gervasini a kol., 2010), o neskér vyvratila Studia na Svédskej populacii, ktora
efekt tohto SNP nepotvrdila (Stenstedt a kol., 2013). My sme v nasej studii na slovenskej populacii
zistili potencialny protektivny rfekt polymorfizmu predovsetkym v skupine muzov. Naopak v skupine
Zien sme zistili potencidlne rizikovy efekt. Kedze studii je velmi malo, je potrebné doplnit sledovania
o zavislosti nielen na pohlavi, ale aj presnej lokalizacii nadoru ako aj stadia nadorového ochorenia. To
by mohlo vyraznejsie upresnit efekt polymorfizmov tohto génu na nielen na riziko rozvoja ochorenia
ale aj na progndzu vyvoja ochorenia.

Celkovo je CYP2W1 zaujimavym cielom pre dalSi vyskum zamerany na jeho Ulohu v nadorovej bioldgii

a potencialne terapeutické aplikacie.
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Rozsiahle poskodenie pecene parazitom Echinococcus granularis rieSené chirurgicky
(Kazuistika)

Laca L., Miklusica J., Mikolaj¢ik P.
Klinika vSeobecnej, visceralnej a transplantacnej chirurgie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave
Abstrakt

Parazitarne cysty pecene su v nasich podmienkach spésobené najcastejsie infekciou Echinococcus
granulosus, ktoré tvoria asi 8o % a echinococcus alveolaris s podielom zvysnych 20% infekcii. Vacsina
echinokokovych cyst je na zaciatku asymptomatickych a az po dosiahnuti urcitej velkosti sa objavia
symptomy z Utlaku Struktdr. Diagndza je potvrdend ultrasonografiou, CT vysSetrenim a
serologickymi testami.

V prezentacii popisujeme pripad 54-roc¢nej pacientky s velkou echinokokovou cystou a dcérskymi
cystami v pravom laloku pecene s infiltraciou pravej nadoblicky a Utlakom vena cava inferior (VCI).
Klinicky sa prejavila tlakom pod pravym rebrovym oblukom, narastanim objemu brucha a opuchom
oboch dolnych koncatin. Po diagnostike bola vykonana radikalna pravostranna hepatektomia,
exstirpacia pravej nadoblicky a odpreparovanie steny cysty od steny VCI. Nasledne aplikovana liecba
Albendazolom v trvani 2 rokov po operacii. Po operacii pacientke ustupili tlakové symptémy aj
edémy dolnych koncatin a je doteraz asymptomaticka.

Metodou volby v terapii velkych hydatidovych cyst je radikalna chirurgicka resekcia s naslednou

medikamentdznou lie¢bou albendazolom.

Kldcové slova: Velka Echinokokova cysta, kompresia VCI, radikalna resekcia pecene

Uvod

Cystickd Echinokokdza je parazitickd zoonodza , rozsirend po celom svete. Je sposobena
larvalnymi Stadiami echinokoka. Okrem Echnococcus granularis (EG) ochorenie spdsobuje aj E.
multilocularis ( alveolaris) adesiatka dalSich, ktoré su vsak menej rozsirené avyskytuju sa lenv
urcitych endemickych oblastiach. Konecni hostitelia su psy a psovité Selmy, v nasich krajinach je to
pes a liska. Medzihostitelom je najcastesie ovca. Ludia sa infikuju fekaliami psovitych Seliem, ktoré
maju v tenkom creve dospelého EG, ktory vylucuje do exkrementov vajicka s embryami. Tieto sa cez
traviaci trakt ¢loveka dostavaju do rozlicnych organov, najcastejsie pecene a pluc a tu vytvaraju
hydatidové cysty (Lendoire JC. et al., 2023)
Incidencia EG je celosvetovo 2-200 /100 000 obyvatelov, v Eurdpe sa pohybuje 4-8/ 100 000

obyvatelov. Na Slovensku vroku 2017 proti 2016 bola zistend klesajuca incidencia EG, o sUvisi
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pravdepodobne s poklesom chovu oviec. V Rakusku, Nemecku a Polsku bola naopak zaznamenana
zvySena incidencia (Deplazes, P. et al.).
Kazuistika

54-rocna pacientka bola v maji 2016 vysetrena na cievnej ambulancii UNM pre edémy dolnych
koncatin. Pri sonografickom vysSetreni zisteny Utlak VCI cystickym Utvarom pecene priemeru 13 cm a
viacerymi cystamiv okoli do priemeru 2cm. Nalez bol uzavrety ako obrovska cysta pecene s dalSimi
dcérskymi cystami, najpravdepodobnejsie parazitarneho povodu. Bola odoslana na infektologické
vySetrenie a na chirurgickt kliniku UNM. Na infekénej klinike bola serologicky potvrdena pozitivita
na parazita EG, nasadeny albendazol a odtial'bola odoslana k nam na chirurgickd kliniku.

Pri prijati sa pacientka stazuje na dyskomfort v oblasti pravého hypochondria, nohy ju
nebolia, mierne opuchaju k veceru. klinicky je pacientka obézna, brucho je tazko priehmatné, avsak
bez evidentnej bolestivosti. Ma jazvy po laparoskopicke j cholecystektomii. CT brucha s 3-fazovym
kontrastom potvrdilo parazitarnu cystu pecene priemeru 13 cm s dcérskymi cystami do velkosti 2 cm

v okoli materskej cysty, odtlacenie pravej oblicky distalne, zavzatie pravejnadoblicky do steny cysty

a naliehanie a kompresiu VCl v retrohepatalnej casti(obr.1.)

Obr. 1.CT sken pacientky pred operacnym rieSenim cysty. Materska cysta rozmerov 13x10x10cm
vpravom laloku pecene avokoli dcérske cysty. Zavzatie pravej nadoblicky do steny cysty
a odtlacenie pravej oblicky distalne. Amputacia pravého hepatiku asi 2 cm za junkciou. Kompresia

VCl a jej parciadlne zavzatie do vonkajsej steny cysty. Vlastny material.

Po predoperacnej priprave dia 9.8. 2016 vykonana operacia v celkovej anestéze otvorenym

pristupom: pravostrannd hepatektomia ( Segmenty 5-8), Ciastoéna resekcia segmentu Sz,
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pravostrannd epinefrektémia a odpreparovanie steny cysty od VCI. Postup : hornd stredna
laparotomia s rozsirenim v dolnej casti rezu doprava, uvolnenie pravej Casti peene s cystou zo
zrastov s branicou, vypreparovanie pravej hepatalnej vény a jej prerusenie cievnym endostaplerom
45 mm. Obidenie ligamentum hepatoduodenale turniketom sjeho zatiahnutim na 2x 18 min a
resekcia pecenového parenchymu v Rex-Cantieho linii harmonickym skalpelom a Kellyho technikou.
Pretoze je stena cysty je pevne fixovand k nadoblicke a k VCI, odsatie jej obsahu so suturou steny
cysty. Cystu oddelime od VCI harmonickym skalpelom, koagulaciou anoznicami a vyberame ju
spolu s nadobli¢kou , ktord je zavzatd do jej steny. Pocas celej operacie sme pozivali izolacné risky
napustené betadinom, aby nedoslo k vyliatiu obsahu cysty do brusnej dutinya disseminacii parazita.
Odhadované krvné straty boli do 500 ml., hradené krystaloidmi a plazmou. Pocas celého vykonu bola
pacientka obehovo stabilna. V pooperacnom priebehu sa nevyskytli ziadne zavazné komplikacie az

na drobnu povrchovu infekciu operacnej rany, zhojenej v priebehu 14 dni (Obr.2.3,b.).
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Obr. 2a,b. Resekat pecene S5-8,S1parcialis, na 2a vidiet tmavsie sfarbent plochu po uvolneni cysty z

w "

pravého crus branice a na2b vidime rozrezanU cystu s hrbolatou vystelkou a exstirpovanou

nadobli¢kou. Vlastny material.

Histologicky nalez resekatu potvrdil hydatidovy cystu s hrubou hrbolatou vystelkou,
pokrytou nekrotickymi hmotami s kalcifikdtmi a lamelami homogénneho eozinofilného PAS
materidlu, zodpovedajiuceho stenam parazitickych cyst. Zaver — ide o echinokokovy cystu

echinokokus granulosus.
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Pacientka bola po 10 diloch prepustend do ambulantnej starostlivosti v dobrom celkovom
stave. Kontroly mala eSte 14 dni po prepusteni z dévodu oSetrovania operacnej rany, potom dalSia

kontrola po 1 mesiac1 s kontrolnym CT vysSetrenim 8.9.2016 (obr.3.).

OBr.3. CT scan jeden mesiac po pravostrannej resgkcii pecene S5-8 sparcialnou resekciou Si
aresekciou pravej nadoblicky. Pritoma je uz hypertrofia S 1-4. Vlastny material.

Na kontrolnom CT vySetreni vidiet uz po mesiaci hypertrofiu zvyskového zdravého
parenchymu pecene, bez progresie arecidivy ochorenia. Pacientka bola pravidelne kontrolovana
v 6-mesacnych a neskorsie rocnych intervaloch, posledna kontrola v novembri 2024 bez objavenia sa

recidivy ochorenia. Bola vyradena s dispenzarnej starostlivosti( obr.4.).

Obr.4. CT kontrola 7.11.24. Velkost zvysku pecene ako pred resekciou, bez recidivy ochorenia. Vlastny

material.
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Diskusia

Stena Echinokokovej cysty sa sklada z 3 vrstiev. Vonkajsiu vrstvu tvori pericystické tkanivo, ¢o
je vlastne reaktivne tkanivo hostitelského organizmu na cudzi material cysty, stredna fibrézna vrstva
avnutorna germinativna vrstva patria k parazitarnej cyste (Tesemma A et al.). Toto mézeme vyuzit pri
chirurgickej extirpacii v hrani¢nych pripadoch, ak stena cysty velmitesne nalieha na délezité Struktury
pecene a musime ponechat pericysticky vrstvu. V naSom pripade to nebolo potrebné, podarilo sa
oddelit aj pericysticky vrstvu od steny VCI.

Z komplikacii velkych hydaatidovych cyst treba spomenut hlavne kompresiu retrohepatalnej
Casti VCI, ¢o sposobuje edémy dolnych koncatin (Mohammed AA. et al, 2019). V nasej kazuistike
bola kompresia VCI prvym priznakom, ktory sa prejavil edémom dolnych koncatin. Velmi ¢asto sa
stretdvame s dcérskymi cystami a kalcifikatmi v stene cysty, ktoré sa vyskytli aj v naSom pripade. O
pritomnost kalcifikacii sa opiera aj sonograficka Ghargiho klasifikacia echinokokovych cyst, podla
ktorej je navrhnuta aj najoptimalnejsia terapia (Kalinova K, 2007).

Chirurgicky pristup méze byt otvoreny alebo laparoskopicky. Pouzitie miniinvazivnych
technik je v sucasnosti na vzostupe, u nekomplikovanych cyst je rovnako bezpecny ako pri klasickej
otvorenej technike. Pri komplikovanych echinokokovych cystach stale zostava otvoreny pristup
metddou volby , ako bolo aj v nasom pripade (Mihetiu, A. et al., 2024, Sotomayor C. et al, 2024).

Medikamentoézna lie¢ba méa vyznam pri prevencii rekurencie po chirurgickom vykone a pri
cystach , kde nie je mozna radikalna chirurgicka liecba, alebo sa da vykonat len chirurgicka palidcia

(Ettorre GM. Et al.,2012, Qin-Dong J. et al., 2024)

Zaver

Kompletna resekcia echinokokovej cysty  spooperacnym podavanim  antihelmintik
(albendazol, mebendazol, benzimidazol) je vsucasnosti jedina lieCebna metdda, ktora vedie
k vylieceniu pacienta s tymto zavaznym ochorenim. Toto potvrdzuje aj nasa kazuistika, kde takato
liecba napriek pokrodilosti ochorenia viedla k definitivnemu vylieCeniu pacienta a eliminacii
parazita. U mnohych pacientov vSak takato radikalna liecba nie je mozna a musia byt vyuzité len
konzervativne postupy ako medikamentozna liecba alebo kombinacia chirurgickej paliativnej terapie
s medikamento6znou liecbou. Preto treba zd6razrovat potrebu zlepsenia diagnostiky echinookokdzy

a koncentrovat pacientov do centier, kde je mozné vykondvat komplexnu starostlivost.
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Uroven vedomosti rodi¢ov o pohybovom vyvine dietata do jedného roka

Zanovitova M., LepieSova M., Bielakova M.
Ustav o3etrovatelstva, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt

Cielom studie bolo zistit vedomosti rodi¢ov o spravnej manipulacii s dietatom a podpore pohybového
vyvinu dietata do jedného roka zZivota, ako aj identifikovat pripadny deficit v tejto oblasti. Na zber
empirickych Udajov bol pouzity dotaznik vlastnej konstrukcie, ktory bol zostaveny na zaklade Studia
odbornej literatury. Dotaznik obsahoval 37 otazok rozdelenych do dvoch casti: vedomosti rodicov o
pohybovom vyvine a demografické Udaje. Zber Udajov prebiehal od decembra 2023 do marca 2024.
Na vyhodnotenie Udajov bola pouzita jednorozmerna deskriptivna Statistika Z celkového poctu
distribuovanych dotaznikov (140) bolo analyzovanych 102 platnych dotaznikov. Analyza odpovedi
ukdzala, ze 78 respondentov preukazalo dostatocnu Uroven vedomosti v posudzovanych oblastiach,
zatial ¢o 24 neuspelo. Najvyssiu Uspesnost, t.j. spravnost odpovedi (89,95 %), dosiahli respondenti v
oblasti polohovania a pohybového vyvinu dietata. Naopak, najvacsi deficit vedomosti sa prejavil v
oblasti spravnej manipulacie s dietatom (49,67 %) a pouzivania pomocok ovplyviujucich pohybovy
vyvin (55,15 %). StUdia potvrdila, Ze roditia maju nedostatky vo vedomostiach o spravnej manipulacii

s dietatom a o vplyve pomocok na jeho pohybovy vyvin.

Kldcové slova: dieta do jedného roka, pohybovy vyvin, hruba a jemna motorika, manipulacia

s dietatom, pohybova stimulacia, vedomosti rodicov

Uvod

Pohybovy vyvin dietata, oznacovany aj ako motoricky vyvin, je neoddelitelnou sucastou
celkového fyzického, kognitivneho a socidlneho vyvinu. Predstavuje dynamicky a postupny proces, v
ramci ktorého dieta ziskava kontrolu nad vlastnym telom, osvojuje si pohybové schopnostia postupne
dosahuje motorické milniky, ako su udrzanie hlavy, pretacanie, sedenie, lozenie a chddza (Dvorakova,
2014; Beekum et al., 2022). Tento proces nie je len prejavom rastu a dozrievania centralneho
nervového systému (Silva et al., 2023), ale aj zakladom pre neskorSie komplexné pohybové vzorce,
ktoré ovplyvnuju kvalitu Zivota jednotlivca.
Motoricky vyvin mozno rozdelit na hruby a jemnu motoriku. Hruba motorika zahfia pohyby velkych
svalovych skupin potrebnych na stabilitu, koordinaciu a mobilitu, zatial o jemna motorika sa tyka
preciznych pohybov ruk a prstov nevyhnutnych na manipulaciu s objektmi (Kiedronova, 2010).

Spravny vyvin oboch oblasti je klG¢ovy pre samostatnost dietata v neskorSom veku a jeho schopnost
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efektivne interagovat s prostredim. Z tohto dévodu je ddlezité skumat faktory, ktoré motoricky vyvin
ovplyviuju, ako aj sposoby jeho podpory v ranom detstve.

Motoricky vyvin je determinovany kombinaciou vnutornych a vonkajsich faktorov. Medzi vnitorné
faktory patria genetické predispozicie, dozrievanie nervovej sustavy a individudlne rozdiely vo vyvine.
Vyskumy ukazuju, ze aj pri relativne normalnom priebehu vyvinu moézu existovat variacie v ¢asovom
dosahovani motorickych milikov (Hadders-Algra, 2018). Vonkajsie faktory zahfiaju prostredie,
stimulaciu a interakciu s rodi¢mi, pricom dolezitym prvkom je prave kvalita starostlivosti, ktory dieta
dostdva. Dostatocna stimulacia prostrednictvom pohybovych aktivit, podpora spontanneho pohybu
a vytvorenie podnetného prostredia m6zu vyrazne ovplyvnit rychlost a kvalitu pohybového vyvinu
(Matuskova et al., 2021). Naopak, nedostatok stimulacie alebo nadmerna pasivita mozu viest k
oneskoreniam vo vyvine, ¢o moze mat dlhodobé dosledky na motorické aj kognitivne schopnosti
dietata.

Délezitu ulohu v podpore pohybového vyvinu zohrava spravna manipulacia s dietatom, tzv. handling.
Zahfiia spbsoby, akym dieta dvihame, pokladame a nosime, pricom reSpektuje jeho prirodzené
pohybové vzorce, ¢im podporuje symetriu tela (Emmersberger, 2022). Spravna manipulacia je
klucova nielen pre prevenciu asymetrii a svalovych dysbalancii, ale aj pre podporu posturalnej
kontroly, ktora je nevyhnutna pre dalsi motoricky pokrok. Okrem manipulacie je dolezité aj pravidelné
polohovanie dietata, najma casté ukladanie na brusko, tzv. tummy time, ktoré posilfiuje svaly
potrebné na kontrolu pohybov hlavy, pretacanie a neskor aj sedenie a lozenie (Hewitt et al., 2020).
Nedostatocné polohovanie méze viest k oslabeniu posturalnych svalov, svalovym dysbalanciam a
dokonca aj k deformitam lebky (Zachry et al., 2017).

Vplyv na pohybovy vyvin m6zu mat aj pomocky, ktoré rodicia pouzivaju pri starostlivosti o dieta.
Ergonomické nosice a Satky mozu byt uzitocné, ak sU pouzivané spravne, avsak nespravna technika
nosenia, napriklad ¢asté nosenie smerom od tela, m6ze negativne ovplyvnit drzanie tela a rovnovahu
dietata (Norholt, 2020). Niektoré komercne dostupné pomdcky, ako napriklad choditka, ¢i nadmerné
pouzivanie autosedaciek, m6zu viac skodit ako pomahat, pretoze obmedzuju prirodzeny pohyb a
mozu viest k nespravnemu vyvinu chrbtice a dolnych koncatin (Gregora, Dokoupilova et al., 2016;
Chagas et al., 2020). Aj oblecenie zohrava vyznamnu Ulohu — prili$ tesné nohavice alebo hrubé plienky
moZu obmedzit pohyblivost bedrovych kibov a nepriaznivo ovplyvnit drzanie tela (Ueda et al., 2021).
V pripade obuvi je dblezité, aby bolo dieta ¢o najdlhSie naboso, o podporuje prirodzeny vyvin
chodidiel a posilfiuje svaly dolnych koncatin (Hodgson et al., 2020).

Zasadnu Ulohu pri monitorovani motorického vyvinu zohravaju zdravotnicki pracovnici, najma sestry,
ktoré sa podielaju na v€asnom rozpoznavani rizik a edukacii rodiov. Skriningové nastroje, ako
napriklad Test of Infant Motor Performance (TIMP) ¢i Ages and Stages Questionnaire Developmental

Screening System (ASQ), umoznuju identifikovat rizika oneskoreného vyvinu a zabezpecit vhodné
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intervencie (NANDA International, 2021). Edukacia rodicov by mala zahriiat informacie o spravnej
manipulacii s dietatom, o jeho polohovani, vybere vhodnych pomo6cok a podpore spontdnnej
motorickej aktivity.

Pohybovy vyvin dietata je komplexny proces ovplyvneny mnohymi faktormi, pricom vhodna
stimulacia, manipulacia a polohovanie su klG¢ovymi prvkami v prevencii oneskoreného vyvinu. Ulohu
v tomto procese zohravaju nielen rodicia, ale aj zdravotnicki pracovnici, ktori svojou edukaciou a
v€asnymi intervenciami mozu zabezpedit optimalny vyvin kazdého dietata.

Ciel

Cielom studie bolo zistit vedomosti a pripadny deficit vedomosti u rodi¢ov v problematike
spravnej manipulacie s dietatom a spravneho pohybového vyvinu dietata do prvého roku Zivota.

Metodika
Na zber empirickych Udajov sme pouzili dotaznik vlastnej konstrukcie, zostaveny na zaklade

Studia odbornej literatury. Pri tvorbe jeho poloZiek sme vychadzali z viacerych zdrojov (Kiedroriova,
2010; Gregora, Dokoupilova, 2016; Siddicky et al., 2020; Hodgson et al., 2021;Kacdirkova, Rybova,
2022; Kachlova et al., 2022; Norholt et al., 2022). Dotaznik obsahoval 37 otazok, pricom bol rozdeleny
na dve Casti. Prva ¢ast skumala vedomosti rodic¢ov o spravnom pohybovom vyvine dietata do jedného
roka, rozdelena je do siedmich oblasti: polohovanie, manipulacia, sed a lezenie, nosenie a balenie,
vplyv pomocok, oblecenie a obuv. Druha ¢ast obsahovala otazky tykajuce sa demografickych udajov
respondentov (pohlavie, vek, pocet deti, vzdelanie). Dotaznik bol distribuovany v papierovej forme a
zber Udajov prebiehal od decembra 2023 do marca 2024.

Na vyhodnotenie empirickych Udajov sme pouzili jednorozmerny deskriptivnu Statistiku, a to
absolUtnu pocetnost odpovedi, aritmeticky priemer, modus, smerodajnd odchylku, minimum a
maximum. Hodnotili sme percentualnu Uspesnost spravnosti odpovedi na otazky dotaznika, pricom
sme stanovili pat stupnov Uspesnosti (100—91 %, 90—81 %, 80—73 %, 72—66 %, 65—60 %) a neUspesnost
(59 % a menej). Vyhodnotili sme celkovu mieru Uspesnosti kazdej posudzovanej oblasti, najmenej a

najviac uspesné polozky a individualne percentualne hodnotenie jednotlivych poloZiek.

Vyskumny sUbor
Vyskumny subor bol zostaveny zdmernym vyberom na zaklade stanovenych inkluzivnych a

exkluzivnych kritérii. Do vyskumu boli zaradeni rodicia minimalne jedného dietata, vo veku 18 a viac
rokov, ktori suhlasili s U¢astou na vyskume. Vyliceni boli rodicia deti s poruchou pohybového vyvinu,

rodicia mladsi ako 18 rokov a ti, ktori nesuhlasili s Uc¢astou.
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Zber Udajov prebiehal kombinovanym spdsobom, kedy priamy kontakt a distribuciu dotaznikov
zabezpecovala jedna z autoriek Studie, na zdaklade kontaktov na vhodnych respondentov
sprostredkovanych intermediarmi, ako su spoluziaci, pribuzni, priatelia a susedia. Respondenti boli
oboznameni s u¢elom vyskumu, dobrovolnostou Ucasti, anonymitou a vyuzitim Udajov vylucne pre
Ucely spracovania tejto témy formou bakaldrskej prace a publikacii z nej vyplyvajicich. Po poskytnuti
informovaného suhlasu vypinali dotaznik v domacom prostredi bez ¢asového obmedzenia. Zo 140
distribuovanych dotaznikov bolo vratenych 116 (navratnost 82,86 %). Po vyradeni 14 nevyhovujucich
dotaznikov (neUplné odpovede alebo nesplnenie inkluzivnych kritérii) tvorilo finalny vyskumny subor
102 respondentov.

Demografické Udaje ukazali, Ze vacsinu respondentov tvorili Zzeny (n = 71). Vek respondentov sa
pohyboval od 19 do 44 rokov, pricom priemerny vek bol 30 rokov (29,96 rokov). Pocet deti bol
rovnomerne rozdeleny medzi rodi¢ov s jednym (n = 34) a dvomi detmi (n = 34), zvySny pocet

respondentov mal 3 a viac deti.

Interpretacia vysledkov
V ramci interpretacie vysledkov sme primarne analyzovali Uroven vedomosti rodicov v

jednotlivych oblastiach suvisiacich s pohybovym vyvinom dietata do jedného roka. Analyza
odpovediukazala, ze 78 respondentov preukazalo dostatocnu Uroven vedomosti v posudzovanych
oblastiach, zatial ¢o 24 neuspelo. Najvyssiu celkovy UspesSnost odpovedi v rozsahu 100-91 %
dosiahlo 8 respondentov, najmenej zastupenou skupinou boli respondenti s Uspesnostou na Urovni
90-81% (n = 5). Uspe3nost odpovedi na Urovni 8073 % dosiahlo 18 respondentov. Najpocetnej$ou
skupinou boli respondenti s Uspesnostou 72—66 % (n = 28), zatial co Uspesnost na Urovni 65—60 %

dosiahlo 19 respondentov (graf 1).
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Graf 1.
Percentualna Uspesnost odpovedirespondentov na posudzované oblasti

Na zaklade vysledkov jednotlivych poloziek vposudzovanych oblastiach sme individualne vyhodnotili

Uspesnost kazdej oblasti dotaznika od A-G (graf 2).
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Graf 2. Celkova UspesSnost posudzovanych oblastidotaznika Legenda

A - Polohovanie a pohybovy vyvin dietata
B - Manipulacia s dietatom

C-Sed, lezenie po Styroch, stoj

D - Nosenie a balenie dietata

E - Pomocky a vplyv na pohybovy vyvin

F - Oblecenie

G —Obuv

Najvyssiu Uspesnost dosiahla oblast A (89,95 %), ktord zahfiala otazky tykajuce sa spravneho
polohovania a podpory pohybového vyvinu dietata. Naopak, najvyraznejsi deficit vedomosti sa
prejavil v oblasti B (49,67 %), ktora hodnotila spravnu manipulaciu s dietatom. Nedostatocné
vedomosti sa ukazali aj v oblasti E (55,15 %), zameranej na pouzivanie pomdcok ovplyviujucich
pohybovy vyvin, a v oblasti C (57,11 %), ktora sa venovala vyvinovym milnikom, ako su sed, lezenie po
Styroch a stoj.

Pri podrobnej analyze poloziek v ramci jednotlivych oblasti sme vyhodnocovali Urover vedomosti
respondentov a identifikovali najuspesnejsie a najmenej Uspesné polozky.

V oblasti A (Polohovanie a pohybovy vyvin dietata) bola najlepsie zodpovedanou otazkou polozka A1
(n = 95; 93,14 %): ,Pri hodnoteni naucenych pohybov dietata je dbleZitejSia ich postupnost, kvalita a
symetria nez rychlost ich osvojenia." Najnizsiu Uspesnost dosiahla polozka A4 (n = 89; 87,25 %), v
ktorej respondenti nespravne identifikovali tvrdenie tykajuce sa predilekéného drzania hlavicky
dietata.

V oblasti B (Manipulacia s dietatom) bol najvacsi deficit vedomosti zaznamenany pri polozke B2 (n =
76; 74,51 %), ktora sa zameriavala na spravne techniky manipulacie pri prebalovani. Najuspesnejsia
bola polozka B1 (n = 93; 91,18 %), kde respondenti spravne identifikovali vyznam dlhodobého

dodrziavania zasad spravnej manipulacie pre pohybovy vyvin dietata.
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Vedomosti o motorickom vyvine boli hodnotené v oblasti C. NajvysSiu Uspesnost zaznamenala
polozka C2 (n = 74; 72,55 %): ,Ak dieta sedi v tzv. W-sede, je potrebné ho motivovat k inym
alternativnym spésobom sedenia." Naopak, najnizsiu Uspesnost dosiahla polozka C4 (n = 57; 55,88 %),
ktora hodnotila informovanost o désledkoch predcasného postavovania dietata na nohy.

Oblast D (Nosenie a balenie dietata) odhalila najnizsiu Uspesnost v polozke D1 (n = 50; 49,02 %), kde
respondenti mali identifikovat spravnu techniku nosenia dietata. Naopak, najlepSie zodpovedana bola
polozka D3 (n = 81; 79,41 %), ktora sa zameriavala na balenie novorodenca do zavinovacky.
Vedomosti o vhodnych pomockach na podporu pohybového vyvinu boli sledované v oblasti E.
Najvyssiu Uspesnost dosiahla polozka E2 (n = 77; 75,49 %), ktord hodnotila vplyv ortopedickych
podloziek na pohybovy vyvin. Najvacsi deficit vedomosti bol zaznamenany pri polozke E1 (n = 62;
60,78 %), tykajucej sa vyberu vhodnych pomdcok.

Oblast F (Oblecenie) sledovala informovanost rodicov o vybere vhodného odevu podporujiceho
pohybovy vyvin. Najviac spravnych odpovedi mala polozka F2 (n = 83; 81,37 %), tykajuca sa vyberu
nohavic. Naopak, najnizsiu uspesnost dosiahla polozka F3 (n = 33; 32,35 %), ktora sa venovala vyberu
triciek a plienok.

V oblasti G (Obuv) bola najlepsie zodpovedana polozka G3 (n = 98; 96,08 %), hodnotiaca vplyv obuvi
na pohybovy vyvin. Najvacsi deficit vedomosti bol zaznamenany pri polozke G1 (n = 42; 41,18 %), v

ktorej respondenti nevedeli spravne urcit optimalny cas, kedy zacat dieta obuvat.

Diskusia a zaver
Podpora pohybového vyvinu dietata v prvom roku zivota zahffia mnozstvo aspektov, medzi

ktoré patri aj vytvorenie bezpecného a stimulujuceho prostredia. KlG¢ovu Ulohu v tomto procese
zohravaju rodicia, ktori mozu prostrednictvom informovaného pristupu vyznamne ovplyvnit
optimalny motoricky rozvoj svojho dietata az do dospelosti. Nasa Studia sa preto zamerala na
hodnotenie vedomosti rodicov v oblastiach vyznamnych pre zdravy pohybovy vyvin.

V oblasti polohovania a pohybového vyvinu dosiahli respondenti najvyssiu Uspesnost spomedzi
vsetkych hodnotenych oblasti. Spravne polohovanie ma viacero pozitivnych vplyvov na pohybovy
vyvin dietata, vratane prevencie polohovej plagiocefalie (Williams, Galea, 2023). Vyskumy odporucaju
pravidelné menenie polohy hlavicky dietata pocas spanku, ¢im sa znizuje riziko asymetrie lebky (Moon
etal., 2022). Napriek tomu sme v naSom subore zaznamenali nizSiu mieru spravnych odpovedi prave v
otdzkach tykajucich sa tejto problematiky. Vysledky naznaduju potrebu lepsej informovanosti rodic¢ov
o spravnych polohovacich technikach, ktoré mozu podporit symetricky rast a spravny vyvin
pohybového aparatu dietata.

Dal$im vyznamnym faktorom podporujicim optimalny pohybovy vyvin je spravna manipulacia s

dietatom, oznacovana aj pojmom handling. Tato technika zahffia sposob, akym rodicia s dietatom
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zaobchadzaju pri kazdodennych ¢innostiach a mo6ze ovplyvnit vyvin pohybovych vzorcov (Kachlova
et al., 2022). Kiedrorova (2005) povazuje spravnu manipulaciu v prvych mesiacoch Zivota za zaklad
prevencie poruch pohybového vyvinu. V naSej studii bola tdto oblast hodnotena ako najmenej
Uspesna. Najvyraznejsi deficit vedomosti bol zaznamenany v polozke tykajicej sa spravnej
manipuldcie pri prebalovani, kde respondenti mali oznacit spravny sposob manipulacie na zaklade
ponuknutych fotografii. Vyskumy poukazuju na to, ze symetricka manipulacia, pri ktorej sa hmotnost
dietata rovhomerne rozklada a dochadza k natacaniu na oba boky, je najvhodnejSim sp6sobom
prebalovania (Kachlova et al., 2022). Nespravna manipulacia, ako napriklad zdvihanie dietata za nohy,
moze negativne ovplyvnit vyvin bedrovych kibov, ktoré nie s dostatocne zrelé (Kacirkova, Rybova,
2022). Nizka Uspesnost v tejto oblasti moze suvisiet s réznorodymi odporucaniami dostupnymi v
rodicovskych zdrojoch (Schreierova, 2018).

V oblasti sedu, lezenia a ch6dze sme zaznamenali najvacsi deficit vedomosti v otazkach tykajucich sa
predcasného postavovania dietata na nohy a snahy rodicov predcasne podporit chddzu dietata. Tento
jav moze suvisiet s nespravnym presvedcenim rodicov, ze skorSie postavenie sa a ch6dza znamenaju
rychlejsi vyvin dietata. Vyskumy vSak naznacuju, ze urychlenie motorického vyvinu moze viest k
nespravnym pohybovym vzorcom a naslednym problémom v drzani tela (Kacirkova , Rybova, 2022).
Spravne nosenie dietata je dalSim délezitym faktorom v podpore pohybového vyvinu. Nosenie
umoziuje blizky kontakt medzi rodicom a dietatom, pricom ovplyviiuje nielen motoricky, ale aj
socialny a emocionalny vyvin (Norholt, 2020). Vysledky nasSej Studie ukazali, ze respondenti mali
vyrazny deficit vedomosti v tejto oblasti, najma v otazkach tykajucich sa spravnej techniky nosenia.
Ako optimalna bola oznadend poloha ,klokan", pri ktorej je dieta otocené chrbtom k rodicovi a
hlavicku si opiera o jeho hrudnik (Kiedroriova, 2002; Kacirkova, Rybova, 2022). Nespravne nosenie, pri
ktorom dieta nema oporu hlavicky alebo je otocené tvarou k rodicovi, m6Ze sp6sobovat nadmerny tlak
na chrbticu a viest k nespravnemu drzaniu tela (Kacirkova, Rybova, 2022). Vysledky naznacuju
potrebu lepsej edukacie rodicov v tejto oblasti.

Pri podpore spravneho pohybového vyvinu rodicia ¢asto vyuzivaju rézne pomocky, avsak nie vetky
su vhodné. Nase vysledky ukazali nedostato¢né vedomosti rodi¢ov o vybere vhodnych pomdcok.
Choditka a podobné pomadcky, ktoré mnohi rodicia povazuju za bezpecné a prospesné, mdzu v
skutoCnosti predstavovat riziko pre pohybovy vyvin dietata (Gregora, Dokoupilova, 2016). Niektoré
Studie poukazuju na to, ze rodidia vyuzivaju tieto pomocky nielen na podporu vyvinu, ale aj z
praktickych dovodov, kedZze im umoziuju vykonavat iné Cinnosti (Batra et al., 2015; Kacirkova ,
Rybova, 2022). Tato skutocnost moze vysvetlovat nizku Uspesnost odpovedi respondentov v tejto
oblasti.

Z vysledkov nasej Studie vyplyva, ze respondenti si uvedomuju vyznam spravneho obliekania pri

podpore pohybového vyvinu. Vacsina rodicov spravne identifikovala potrebu dostatocného priestoru
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pre nohy a prsty pri vybere obledenia, ¢im sa predchadza obmedzeniu pohybu dolnych koncatin.
Tento poznatok je v sulade s vyskumami, ktoré zddéraznuju vyznam volného strihu oblecenia pre
podporu spravneho vyvinu dolnych koncatin (Ueda et al., 2021; Kadirkova, Rybova, 2022).

Oblast tykajuca sa vyberu vhodnej obuvi predstavovala najuspesnejsiu sekciu dotaznika. Vysledky
naznaduju vysoké povedomie rodicov o dolezitosti spravnej obuvi, ktora podporuje prirodzeny vyvoj
klenby, svalov chodidiel a rozvoj koordinacie a rovnovahy, ¢o je v stlade s odporucaniami Dufeka et
al. (2013). Napriek tomu urcita Cast respondentov nepoznala vhodny cas, kedy zacat dietatu obuvat
topanky. Viaceré vyskumy upozornuju, ze pred¢asné obuvanie moze negativne ovplyvnit senzorické
vnimanie a motoricky vyvin chodidla (Dufek et al., 2013; Kadirkova, Rybova, 2022).

Na zdklade ziskanych vysledkov m6zeme konstatovat, ze hoci si rodi¢ia uvedomuju vyznam podpory
pohybového vyvinu svojho dietata, v niektorych klfdcovych oblastiach pretrvavaju vyznamné deficity
vedomosti. Tyka sa to najma vedomosti o spravnej manipulacii s dietatom, technikach nosenia a

vhodnosti pomé&cok na podporu motorického rozvoja.
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Abstract

Cough is a common symptom among cigarette smokers. This study determined whether chronic
cigarette smoking is associated with changes in capsaicin-induced cough response. Cough reflex
sensitivity to capsaicin was performed according to the European Respiratory Society guidelines for
cough assessment. Concentrations of capsaicin causing two or more (C2) and five or more (Cs5) cough
efforts were reported for each test. The study involved baseline spirometry followed by capsaicin
cough challenge testing in 16 healthy adult smokers and 39 healthy adult nonsmokers. Our results
showed increased cough reflex sensitivity to inhaled capsaicin in cigarette smokers compared to
healthy nonsmokers. However, we did not observe a statistically significant difference in cough reflex

sensitivity for both values (C2 and Cr) between smokers and nonsmokers.

Keywords: cough, cough reflex sensitivity, cigarette smokers, capsaicin

Uvod

Kaslovy reflex je zivotne dblezity obranny mechanizmus, ktory zabranuje aspiracii, odstranuje
nahromadené sekréty z dychacich ciest a zvysuje ich priechodnost (Morice et al., 2020). Ak je vsak
neprimerane intenzivny a dlhotrvajici, zatazuje organizmus, znizuje kvalitu Zivota a moze viest ku

komorbiditam, socidlnej izolacii, depresii (Chamberlain et al., 2015). Cigaretovy dym je jednou

181


mailto:renata.pecova@uniba.sk

z najcastejSich latok, ktoré drazdia dychacie cesty. U nefaj¢iarov méze uz vdychnutie malého
mnozstva cigaretového dymu vyvolat podrazdenie dychacich ciest a prudky kasel (Kanezaki et al.,
2012). Cigaretovy dym, v ktorom sa nachadza priblizne 5000 réznych chemickych zloziek vratane
nikotinu, reaktivnych foriem kyslika a nenasytenych aldehydov (Kanezaki et al., 2012), je detegovany
prostrednictvom receptorov a ionovych kandlov (napr. TRPVi, TRPA1, TRPV4, AAIC, P2X3)
lokalizovanych na aferentnych nervovych zakonceniach nervus vagus v sliznici dychacich ciest a ich
aktivacia vedie ku kaskade zmien, dosledkom ktorych je vznik kasla (Belvisi et al., 2016). Aktivita
aferentnych nervovych zakonceni v dychacich cestach (citlivost kaslového reflexu) je dynamicky jav,
ktory je ovplyvneny aj environmentalnymi faktormi ako napr. pritomnostou cigaretového dymu
(Sitkauskiene et al., 2007). Poskodenia, ktoré vznikaju u aktivnych fajciarov a aj tych, ktori su pasivne
vystaveni cigaretovému dymu, vznikaju prostrednictvom viacerych patofyziologickych mechanizmov
vratane oxidacného stresu, zapalu, dysfunkcie endotelu, aktivacie trombocytov a poskodenia DNA
(Ma and Li, 2017; Klein, 2022; Agrawal, 2024).

Cielom nasej studie bolo sledovat vplyv faj¢enia na citlivost kaslového reflexu (CKR) u zdravych
dospelych fajciarov s vyuzitim Standardizovanej metodiky vySetrenia kaslovej senzitivity podla

odporucani Eurdpskej respirologickej spolo¢nosti (ERS) (Morice et al., 2007).

Material a metddy

Klinicko-fyziologickej Studie sa zUcastnilo 55 zdravych dospelych dobrovolnikov (26 fajciarov
a 39 nefajciarov). V obdobi poslednych Styroch tyzdrnov pred vysetrenim neprekonali ziadne infekéné
ochorenie respiracného traktu, mali negativnu anamnézu na alergické, respiracné, kardiovaskularne,
gastrointestindlne alebo endokrinné ochorenia a neuzivali ACE inhibitory. Zeny neboli v ¢ase
vySetrovania tehotné. VSetcifajciari zaradeni do Studie boli pravidelni fajciari (tabulka 1), Ziadny z nich
neprerusil faj¢enie alebo sa nepokusal prestat fajcit v poslednom roku pred vysetrenim citlivosti
kaslového reflexu. Minimalne 60 minut pred vykonanim kaslového testu dobrovolnici zaradeni do
Studie nejedli a necvicili. Fajciari boli pouceni, ze nemaju fajcit najmenej 60 minut pred vykonanim
kaslového testu. Pred vySetrenim vsetci dobrovolhici vyplnili dotaznik, na zaklade ktorého sme ziskali
potrebné informacie o ich zdravotnom stave. Po informovani o priebehu vySetrenia podpisali
informovany suhlas. Pred vySetrenim CKR a po tomto vySetreni sme uskutocnili skriningové
spirometrické vySetrenie. Stidia bola schvalenad Etickou komisiou Jesseniovej lekarskej fakulty

Univerzity Komenského v Martine a Etickou komisiou Zilinského samospravneho kraja.

Metodika zistovania CKR u zdravej dospelej populacie
Pri zistovani CKR sme postupovali podla presnych smernic ERS (Morice et al., 2007). Na meranie CKR

sme pouziliinhala¢nu jednodychovu metodiku davka-odpoved, pretoZe je presna a reprodukovatelna
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pri dodrzanej davke a pomocou tejto metodiky moze byt jednoducho vyvolana odpovedna tusigénnu
latku. Ako tusigénnu latku sme pouzili kapsaicin (SIGMA). Na zabezpecenie identickej rychlosti
inspiracného prietoku pocas kazdej inhalacie aerosélu sme pouzili nebulizator (KoKo DigiDoser;
nSpire health Inc. Louisville, CO, USA), modifikovany pridanim ventilu regulujuceho inspiracny
prietok (RIFR; nSpire health Inc, Louisville, CO, USA). Ventil limituje rychlost inspiracného prietoku na
0,5 |/s bez ohladu na inspiracné Usilie. Pri pouziti jednodychovej metodiky je tusigénna odpoved na
kazdu davku aerosdlu okamzita a kratka, preto sme pocitali iba zakaslania, ktoré sa vyskytli pocas
prvych 15 s od inhalacie aerosélu kapsaicinu. Vdychy sa uskutocnili v 1-minUtovych intervaloch
(Morice et al., 2007). U&astnikov sme poutili, Ze nemaju hovorit bezprostredne po inhalacii, nemaju
potlacat nutkanie na kaSel, mozu kaslat ked potrebuju a kolko potrebuju. Nemali informaciu, ze
uvedenie Specifického poctu zakaslani je koncovy bod vysetrenia. Vysetrenie sme zacali inhalaciou
fyziologického roztoku a pokracovali sme inhalaciou roztokov kapsaicinu v postupne zvysujucich sa
koncentraciach (0,49 — 1000 pmol/l) pocas 1200 ms v jednominutovych intervaloch. Randomizovane
v priebehu vysetrenia sme aplikovali kontrolny fyziologicky roztok kvoli objektivizacii vysetrenia.
Tento pristup znizuje riziko voluntarneho potlacenia alebo vyvolania kasla. Pri kazdom vysetreni sme
zaznamenavali koncentraciu kapsaicinu, ktora vyvolala dve aviac (C2) a pat aviac (Cs) zakaslani.
V pripade, ak vySetrovany nedosiahol Cs, ukondili sme vySetrenie inhalaciou najvyssej pripravenej
koncentracie — 1000 pmol/l. Po aplikacii jednotlivych davok aerosélu kapsaicinu sme zdaroven

u vySetrovanych zaznamenavali ich subjektivne pocity.

Statistické spracovanie

Vypocitany bol geometricky priemer a 95% interval spolahlivosti prahovej koncentracie
kapsaicinu vyvolavajucej kasel. Vysledky boli Statisticky spracované v Statistickom programe
Statgraph pomocou neparametrického Wilcoxonovho testu, pri¢om za Statisticky vyznamny rozdiel v

porovnavanych skupinach bola povazovana hodnota P < 0,05.

Vysledky

Vsetci U¢astnici dokonili kaslovy test. Ani napriek podaniu najvyssich pouzitych koncentracii
kapsaicinu nedosiahli dvaja Ucastnici parameter C2 ani C5 (jedna Zena a jeden muz) a jedna zena
nedosiahla parameter Cs5. Tychto Ucastnikov sme vyradili zo Studie. Celkovy pocet Uclastnikov
zaradenych do Studie sa znizil na 14 fajciarov a 38 nefajciarov. Charakteristiky Ucastnikov su uvedené

v tabulke 1.
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Tab. 1 Charakteristiky ucastnikov Studie

Charakteristiky ucastnikov

Fajciari (n = 14)

Nefajciari (n = 38)

Vek: priemer + SD

Vek: median

Pohlavie: muzské, n (%)

Pohlavie: zenské, n (%)

Aktivne fajcenie 20 a viac rokov, n (%)

Viac ako 10 cigariet/den, n (%)

38,79 +11,88

40,0
9 (64,29 %)
5(35,71 %)
6 (42,86 %)
5(35,71 %)

32,03 +10,87
29,5

19 (50,00 %)
19 (50,00 %)
0

(0]

Vysvetlivky: SD —smerodajna odchylka

Koncentracia kapsaicinu, ktora vyvolala u nefajciarov najmenej dve zakaslania (C2), bola 8,71 umol/l

(95% Cl: 5,62 — 13,50 pmol/l). V porovnaniss fajciarmi, u ktorych mal parameter C2 hodnotu 7,81 pmol/l

(95% Cl: 3,21 — 18,97 umol/l) a bol nizsi ako u nefajciarov, avsak bez signifikantného rozdielu medzi

oboma skupinami, P = 0,83 (tabulka 2, obrazok 1). Koncentracia kapsaicinu, ktora vyvolala najmene;j

pat zakaslani (Cs), bola u nefajciarov 31,81 pmol/l (95% Cl: 20,52 — 49,33 pmol/l). U fajciarov mal

parameter C5 hodnotu 16,41 pmol/l (95% Cl: 6,53 — 41,25 pmol/l), ¢o bolo nizsie ako u nefajciarov,

avsak signifikantné rozdiely sme nezistili ani pri tomto parametri, P = 0,14 (tabulka 2, obrazok 2). Pri

sledovani obidvoch parametrov C2 aj Cg neboli zistené Statisticky vyznamné rozdiely medzi

skupinami fajciarov a nefajciarov.

Tab. 2 Geometricky priemer parametrov C2 a Cs5 u zdravych dospelych faj¢iarov a kontrolnej skupiny

zdravych dospelych nefajciarov v umol/l a 95% interval spolahlivosti

parameter C2 (95% Cl) parameter C5(95% Cl)
Zdravi nefajciari 8,71 (5,62 —13,50) 31,81(20,52 — 49,33)
Zdravi fajciari 7,81 (3,21-18,97) 16,41 (6,53 — 41,25)

Vysvetlivky: Cl—interval spolahlivosti
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Obr. 1 Citlivost kaslového reflexu u zdravych nefajciarov a zdravych fajciarov — C2 hodnota
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Obr. 2 Citlivost kaslového reflexu u zdravych nefajciarov a zdravych fajciarov — C5 hodnota

Pldcne funkcie zistované pred a po vysetreni CKR boli nezmenené u fajciarov aj nefajciarov. Hodnoty
FEV1/FVC boli v norme a dosahovali viac ako 80% nalezitej hodnoty a FEV1 viac ako 80% nalezitej

hodnoty. Po aplikacii pripravenych roztokov kapsaicinu popisovali U¢astnici naj¢astejSie subjektivne

185



neprijemné pocity v hrdle (88,5% malo pocit Steklenia, palenia az Skriabania) a zriedkavejSie v oblasti
za hrudnou kostou (7,7% malo pocit palenia az Skriabania). Tieto subjektivne pocity pretrvavali iba
niekolko sekund po inhalacii aerosélu kapsaicinu a vymizli spontanne v priebehu niekolkych mindt od
ukonéenia aplikacie tusigénnej latky. Ziadne neodakavané neziaduce reakcie sa nevyskytli. Po¢as
vySetrenia sme randomizovane aplikovali aj fyziologicky roztok, pricom ani jeden z Ucastnikov

nekaslal po vdychnuti aerosdlu fyziologického roztoku.

Diskusia
Nasim cieflom bolo zistit vplyv faj¢enia na kaslovy reflex. Pomocou standardizovanej metodiky

vySetrovania CKR vypracovanej Eurdpskou respirologickou spolo¢nostou sme porovnali, aka je
prahova hodnota kapsaicinu na vyvolanie kasla u zdravych dospelych fajciarov a nefajciarov. Zistili
sme, ze v skupine fajciarov boli prahové koncentracie kapsaicinu vyvolavajuce C2 aj Cs nizsie ako v
kontrolnej skupine nefajciarov, avsak zistené rozdiely neboli Statisticky vyznamné (P =0,83a P

= 0,14 v tomto poradi). U faj¢iarov prahova koncentracia kapsaicinu na dosiahnutie najmenej dvoch
zakaslani bola 7,81 umol/l a prahova koncentracia na dosiahnutie aspon piatich zakaslani bola 16,41
pmol/l. V kontrolnej skupine zdravych dospelych nefajciarov prahova koncentracia kapsaicinu na
dosiahnutie aspon dvoch zakaslani bola 8,71 umol/l a prahova koncentracia na dosiahnutie aspon
piatich zakaslani bola 31,81 pmol/l.

Vplyv fajcenia na CKR je v literature prezentovand v réznych studidch, avsak zavery sa lisia a porovnat
vysledky medzi jednotlivymi Studiami je zlozité. Pri¢iny mozu vyplyvat z viacerych dévodov, najma z
dévodu odlisnych metodik pouzitych pri vySetrovani alebo rozdielov v charakteristikach
vySetrovanych jedincov. Blanc so spolupracovnikmi (2009) zistili zvySenu CKR u asymptomatickych
fajciarov v porovnani s kontrolnou skupinou nefajciarov, a to u muzov aj u zien bez ohladu na vek. V
hodnotach C2 medzi asymptomatickymi fajciarmi a zdravymi nefajciarmi neboli signifikantné
rozdiely, ale signifikantne nizsie hodnoty Cs boli v skupine asymptomatickych fajciarov (P < o,05).
Autori predpokladali, Ze to mdze suvisiet so stupfiom zapalovej reakcie vyvolanej chronickou
expoziciou cigaretovému dymu (Blanc et al., 2009). Na druhej strane Dicpinigaitis (2003) zistil, ze
u fajciarov bola CKR na kapsaicin znizena v porovnani s kontrolnou skupinou nefajciarov. Aj niektoré
dalsie studie zistili u zdravych fajéiarov znizent CKR v porovnani so zdravymi nefajciarmi (Millqvist
and Bende, 2001; Kanezaki et al., 2012). Ukazalo sa vsak, ze CKR je dynamicky fenomén, ktory je
schopny reagovat okamzite a to v suUvislosti so zmenami environmentalnych faktorov, ako je fajcenie,
jeho prerusenie a opatovné pokracovanie. Sitkauskiene so spolupracovnikmi (2007) zistili, ze CKR sa
dva tyzdne po preruseni fajcenia signifikantne zvysila. Dva az tri tyzdne po opatovnom zacati faj¢enia
(po predchadzajucom obdobi prerusenia) sa CKR vratila skoro presne k povodnym hodnotdm

(Sitkauskiene et al., 2007). Dokonca aj u dlhorocnych fajciarov sa citlivost kasla zvysuje uz dva tyzdne
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po ukonceni fajcenia, Co naznaluje, ze kaslovy reflex zostava neporuseny aj ufajiarov s
niekolkoro¢nou anamnézou fajcenia (Dicpinigaitis et al., 2006). Mechanizmus, preco je CKRu
fajCiarov znizena, vsak nebol doteraz celkom objasneny, aj ked je navrhovanych niekolko
predpokladov, ktoré sa tento nalez snazia objasnit. Pravdepodobne dlhodoba expozicia tabakovému
dymu desenzibilizuje kaslové receptory nachadzajuce sa v epiteli dychacich ciest. To by mohlo
vysvetlovat aj pozorovanie, ze kasel sa casto prechodne zosilni po preruseni alebo ukonceni fajcenia.
Dlhodoba expozicia cigaretovému dymu méze spdsobovat aj zmeny v charaktere hlienu, ¢o moze tiez
hrat Ulohu v modulovani CKR. ZloZenie hlienu u fajciarov je kvalitativne aj kvantitativne odlisné od
zlozenia hlienu u nefajciarov. Zvyseny je objem hlienu aj mukociliarny klirens. Zvysené mnozstvo
hlienu m6ze poskytnut ochrannu bariéru kaslovym receptorom v dychacich cestach pred pésobenim
tusigénnych podnetov. Znizena CKR u faj¢iarov moze vysvetlovat aj nikotinom indukovana inhibicia
C-vlakien alebo deplécia neuropeptidov (Dicpinigaitis, 2003). Zavery studie Blanc a spol. boli odlisné
od zaverov studie Dicpinigaitis, ¢o mohlo mat viacero dévodov. V obidvoch pripadoch boli pouzité
odlisné metodiky inhala¢ného kapsaicinového kaslového testu a rozdiely boli aj v skupinach fajciarov,
priemernom pocte baleni cigariet, ktoré fajciari spotrebovali za rok. Uvazuje sa aj o moznosti, ze
v inicidlnej faze je u fajciarov najskor znizena CKR a nasledovana je zvySenim pri dlhodobom fajceni
(Dicpinigaitis and Sitkauskiene, 2009).

VySetrovanie CKR Standardizovanou metodikou umozni jednoduchsie porovnanie ziskanych
vysledkov medzi roznymi laboratdriami. V nasej klinicko-fyziologickej studii sme zistili, Ze citlivost
kaslového reflexu je zvySena u fajciarov (predovsetkym Cg parameter), avSak bez signifikantnych
Statistickych rozdielov v porovnani s kontrolnou skupinou zdravych nefajciarov. Stidia si do

budiUcnosti vyzaduje dalSie rozsirenie suborov zdravych dospelych fajciarov aj nefajciarov.

Praca bola podporenad projektom VEGA 1/0024/23.
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Abstrakt

Tuberculum Zuckerkandli (TZ) je anatomicka Struktura, pochddzajica z ultimobranchialneho telieska
(UBT), ktoré pri nelplnej integracii do laloku Stitnej Zlazy (5Z) vytvara rozpoznatelny projekciu
(predlzenie) dorzalnej Casti laloku. TZ lezi v tesnej syntopii s n.laryngeus recurrens (NLR), ¢im sluzi ako
orientacny bod pre jeho identifikaciu a prezervaciu vodi iatrogénnym poskodeniam. Predkladana
prospektivna kadavericka studia sa zameriava na sledovanie vyskytu TZ a jeho morfologickych variacii
na 12 lalokoch u 6 formalinom fixovanych kadaverov (5 muzov a 1 Zena). TZ bol pozorovany na 75 %
lalokoch a castejsSie sa vyskytoval na pravej strane (41.67 %). Najfrekventovanejsie sme zaznamenali
Grade-2 TZ (41.67 % lalokov). Grade-1 a Grade-3 TZ sme pozorovali menej ¢asto. Na polovici lalokov
bolo urcené dorzalne umiestnenie apexu TZ. Vedomosti z danej studie mozu byt aplikované pocas
chirurgickych zadkrokov na krku, su délezité pre ich Uspesny priebeh a minimalizaciu poskodenia NRL

a tym padom aj vyvolania pooperacnych komplikacii spojenych s recou a dychanim.

KiG€ové slova: Anatomické variacie, $titna zfaza, tuberculum Zuckerkandli, nervus laryngeus

recurrens, chirurgia hlavy a krku.

Uvod
Tuberculum Zuckerkandli (TZ) je anatomicka Struktura, definovana ako dorzalna projekcia

laloku Stitnej zlazy (5Z). V 4. tyZdni tehotenstva sa primordium SZ zaéina vytvarat zo stredného
endodermalneho zhrubnutia v spodine primordialneho hltana oblasti tuberculum impar (medzi prvym
a druhym faryngealnym vakom), ktoré invaginuje do prilahlej mezodermy. Primordium zostupuje od
urovne foramen caecum (s ktorym je docasne spojeny prostrednictvom ductus thyreoglossus, pokial
ductus thyreoglossus neobliteruje okolo 6.tyzdha tehotenstva), pokracuje kaudalnym smerom
ventralne od os hyoideum, cartilagines laryngis, trachea a dostava sa na Uroven stavcov TV az Cl.

Pocas jeho zostupu sa vytvaraju dva laterdlne laloky spojené prostrednictvom
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isthmu. V 7.-8. tyzdni tehotenstva uz ma SZ svoj definitivny tvar a umiestnenie (Mansberger and Wei,
1993). V priebehu 5. tyzdia tehotenstva v oblasti Stvrtého/piateho faryngealneho vaku sa taktiez
formuju parne primordia ultimobranchialnych teliesok (UBT), obsahujuce parafolikularne C-bunky,
ktoré pochadzaju z neuroektodermy, a epitelidlne bunky, ktoré maju endodermalny povod.
Neskorsie, par UBT zostupuje kaudalne smerom k vyvijajicej sa SZ a nasledne sa spajaju s lateralnymi
lalokmi SZ, migruju do jej tkaniva ako parafolikularne C-bunky (va3inou sa koncentruju v lateralnych
Castiach Zlazy) a usadzuju sa najma v medzifolikularnych priestoroch aby produkovali kalcitonin
(Mérida-Velasco et al., 1989). V niektorych pripadoch sa vsak ¢ast ultimobranchialneho tkaniva Uplne
neintegruje do 57, ¢o vedie k vytvoreniu hrboléekov (tzv. projekcii) pozdiz dorzalnej ¢asti lalokov 57
(Gauger et al., 2001). Z toho dévodu sa zvysky UBT, ktoré ostali v dosledku neuplného splynutia UBT
so SZ, povazuje za tuberculum Zuckerkandli (TZ) (Gauger et al., 2001).

TZ sa vyskytuje na 84 % lalokov na zaklade vysledkov predchadzajucich kadaverickych Studii a na
69 % lalokov podla ziskanych dat z chirurgickych studii (Viveka, 2018). Tato Struktura casto zasahuje
do tracheoezofagealneho zliabku, ¢o m6Zze spdsobit nekompletné odstranenie stitneho tkaniva pocas
tyreoidektomii. TZ ponechany in situ méze mat za nasledok pretrvavanie symptomov alebo vyskyt
recidivy ochorenia, ako aj zvySenu absorpciu radioaktivneho jodu pocas liecby (Sheahan and Murphy,
2011).

Okremtoho TZ sa povazuje za jeden z orientacnych bodov pre vizualizaciu nervus laryngeus recurrens
(NLR), ktory ma tesny syntopicky vztah k TZ. NLR je ¢asto objektom iatrogénneho poskodenia a
pooperacnych komplikacii pocas chirurgickych zakrokov na krku kvoli svojmu hlbokému
anatomickému ulozeniu a velkej variabilite umiestnenia a priebehu. Unilateralne alebo bilateralne
poskodenie NLR moze spdsobit pooperacny chrapot, obstrukciu dychacich ciest, dychavicnost,
paralyzu hlasiviek, a niekedy moze viest az k fatalnym stavom (Sharp et al., 2021). Predchadzajice
Studie uvadzaju vyskyt prechodného ochrnutia NRL v rozmedzi od o % do 7,1 % pripadov a trvalého
ochrnutia NLR v o0 %-11 % pripadov (Dralle et al., 2008). Z toho dovodu vyplyva, Ze je enormne
dolezité spravne vizualizovat a ochranit tuto nervovu Strukturu. Cielom danej kadaverickej studie je
sledovat vyskyt TZ. Okrem toho sa predkladana stUdia sa zameriava na popis roznych morfologickych

charakteristik TZ ako su typ, rozmery a umiestnenie TZ.

Material a metody

Prospektivna kadaverickd $tudia prebiehala na Ustave anatémie Jesseniovej Lekarskej
Fakulty v Martine Univerzity Komenského v Bratislave. Boli pouzité Standardné anatomické pitevné
nastroje. Pre lepsi pristup k malym anatomickym StruktUram a lepSie osvetlenie pola boli pouzité
chirurgické lupy s 3,5-ndsobnym zvacsenim a LED svetlom. Do Studie bolo zahrnutych 12 stran (6

pravych a 6 lavych) u 6 formalinom fixovanych kadaverov (5 muzov a 1 Zena) bez ohladu na vek
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a pohlavie. Inkluzivne kritéria zahfniali: a) neposkodené SZ, b) neposkodené anatomické Struktury v
syntopii so SZ, ¢) SZ bez patologickych zmien.

Na pristup k SZ bol pouzity $tandardny postup anatomickej pitvy krku. Dva koZzne rezy boli urobené v
mediolaterdlnom smere od linea mediana anterior a) pozdiz basis mandibulae, b) pozdi? clavicula.
Jeden kozny rez v kaudalnom smere od protuberancia mentalis do incisura jugularis sterni.
Odpreparovana koza bola odklopena lateralne. Platysma bola odklopena kranialne. Sternalny odstup
m. sternocleidomastoideus na manubrium sterni bol pretnuty a odklopeny lateralne aby umoznil lepsi
pristup k SZ. Pre detailne hodnotenie SZ a jej morfoldgie, topografické Utvary na regio cervicalis
anterior (anatomické Struktury v trigonum caroticum a trigonum musculare (mm.infrahyoidei boli
odklopené kranialne)) a regio cervicalis lateralis (anatomické Struktury v trigonum omotrapezium a
trigonum omoclaviculare) boli vypitvané. Sternalny okraj klavikuly bol vykibeny a odklopeny pre
jednoduchsi pristup detailnej pitvy SZ. TZ bol hodnoteny najma z lateralneho pohladu, pri¢om vetky
okolité anatomické $truktury boli odtiahnuté od SZ aby sa umoznilo ¢o najpresnejSie hodnotenie
margo posterior gl.thyroideae (MPGT) a TZ.

V nasej Studii sme hodnotili a) vyskyt TZ, b) typ TZ, c¢) umiestnenie TZ, d) rozmery TZ. TZ boli rozdelené
a hodnotené podla klasifikacii Pelizzo do Styroch kategorii (Grade-o az Grade-3), Tab.1 (Pelizzo et al.,
1998). Vyskyt a typ TZ sme hodnotili na zaklade kategorii, uvedenych v Tabulke 1. Vyskyt TZ bol
hodnoteny na zaklade kvalitativnej definicie, ¢o zodpovedd pritomnosti TZ ak TZ je zaradeny do
kategorii Gade-1 az Grade-3 a absencie TZ v skupine Grade-o. Typ TZ bol zvoleny na zaklade

kvantitativnej definicie (definuje dizku prie¢nej osi TZ - dizky od MPGT k apexu TZ).

Tabulka 1. Hodnotenie vyskytu a typu TZ

Kategodria | Kvantitativna definicia Kvalitativna definicia
Grade-o TZ absentuje MPGT bez zjavnych hrbolcekov
Grade-y [<53MM Maly identifikovatelny hrbol¢ek na MPGT

od 5 mm do 10 mm Lahko pozorovatelnhy vyrastok na MPGT
Grade-2 [>10 mm Lahko pozorovatelny vyrastok na MPGT
Grade-3
Legenda

TZ - tuberculum Zuckerkandli, MPGT —margo posterior gl.thyreoideae

Umiestnenie TZ popisuje polohu apexu TZ (najvzdialenejsibod od MPGT na priecnej osi) vzhladom na
laloky SZ: a) dorzolateralne, b) dorzélne, ¢) dorzomedialne, d) retroezofageélne. Umiestnenie TZ sme
zaznamenali iba u TZ typu Grade-2 a Grade-3, pretoze TZ z kategorii Grade-1 je kratky na presnu

definiciu polohy apexu TZ.
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Rozmery TZ boli namerané kovovym pravitkom a zaznamenané v milimetroch. Merali sme priecnu os
TZ a pozdiznu os TZ. Prie¢na os TZ je definovana ako vy$ka TZ namerand lateralnym smerom od
MPGT k najvzdialenejiemu bodu TZ —apexu TZ. Pozdizna os je definovana ako kraniokaudalna dizka

TZ v najéirom mieste TZ pozdiz MPGT.

Vysledky
V nadej $tUdii sme sa zameriavali na sledovanie vyskytu TZ v SZ. Na zaklade klasifikacie

Pelizzo sme hodnotili typy TZ Grade-1 az Grade-3 za pritomnu anatomicku StruktuUru a Grade-o ako
absentujucu Strukturu (Pelizzo et al., 1998). Na niektorych stranach sme pozorovali dva hrboléeky,
pripominajuce TZ rovnakych alebo rozli¢nych kategorii (Grade-ov). V takom pripade sme TZ na danom
laloku povazovali za bilobarny. Kazdy z dvoch hrbolekov TZ bol namerany a priradeny do urcitej
kategorii Grade-1 az Grade-3. Vyssi Grade bol priradeny aby reprezentoval TZ na danej strane (napr.
ak sme na jednej strane identifikovali bilobarny TZ, pozostavajuci s dvoch hrbolcekov s kategoriami
Grade-2 a Grade-3, potom celU stranu reprezentoval hrboléek s vyssim Grade-om, v danom pripade
Grade-3). TaktieZ sme na jednej strane pozorovali jeden TZ s dvoma apexmi, ktory sme zhodnotili ako
unilobarny TZ s dvoma apexmi.

Vyskyt TZ udavany na celkovy pocet stran bol 75 % (9/12 stran). V danej studii sme pozorovali vyskyt
TZ u 5 muzov (10 lalokov) a 1 zeny (2 laloky). Vzhladom na pohlavie sa TZ vyskytoval CastejsSie u zien
(na 2 z 2 lalokov), ako u muZov (7 z 10 lalokov). Ziadna $tatisticka signifikancia (Fisherov exaktny test)

nebola zistena vo vyskyte TZ medzi pohlaviami.

Tabulka 2. Typy TZ aich rozmery

Prava strana Lava strana Prava strana Lava strana
Kadaver1  |Grade-o Grade-1 absentuje <5mm
Kadaver2  |Grade-2 Grade-2 7X16 mm 7.5 X23mm
9-5
Kadaver3 Grade-2 Grade-2 6x12mm 6x9mm
Kadaver 4 Grade-2 Grade-1 7X21mm <5mm
Grade-2 8x1mm
Kadaver s Grade-2 Grade-o 9x18 mm absentuje
Grade-3 12 X12 mm
Kadaver6  |Grade-1 Grade-o <5mm absentuje

Legenda
absentuje —v danej studii predpoklada TZ Grade-o.
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V priebehu pitiev sme zistili, Ze TZ ma prevalenciu na pravej strane, kde sa vyskytuje na 41.67 %

lalokov. Na lavej strane TZ boli pozorované menej ¢asto, na 33.3 % lalokov. V rdmci jednej SZ (sU¢asne

na pravom a lavom laloku) sme TZ zaznamenali u 50 % kadaverov. V pripade zvysnej polovice

kadaverov sme TZ pozorovalilen na jednej strane. V ziadnom kadaveri nebola zaznamenana absencia

TZ na obidvoch lalokoch sUcasne (o %).

Obrazok 1. Lateralny pohlad, prava strana.
Unilobarny TZ s jednym apexom. Grade-2.

Prie¢na os 6 mm, pozdizna os 12 mm. TZ

umiestneny dorzalne.

Legenda

Is. — isthmus, LD — lobus dexter, mm.IH —
mm.infrahyoidei, zZlta farba — apex TZ, zelena
farba — okraj TZ, biela prerusovana Sipka —
pozdizna os TZ (PoO velkost), biela
neprerusovana Sipka — prieCna os TZ (PrO

velkost).

Obrazok 2. Lateralny pohlad, lava strana.

Unilobarny TZ s dvoma apexmi. Grade-2.
Priecna os kraniadlna 7.5 mm, prie¢na os
kaudalna 9.5 mm, pozdiZna os 23 mm.TZ

umiestneny dorzalne.

Legenda
Is. — isthmus, LS — lobus sinister, ACC -

a.carotis communis, zlta farba — apexy TZ,
zelena farba — okraje TZ, biela preruSovana
Sipka — pozdizna os TZ (PoO velkost),
Cierna neprerusovana Sipka — prie¢na os
horneho hrbolceka unilobarneho TZ (PrO
velkost), biela neprerusovand Sipka -
hrbolceka

priena 0s dolného

unilobarneho TZ (PrO velkost).

Podla tabulky 2 m6zeme sumarizovat, ze kategérie Grade-o a Grade-1 sa kazda z nich vyskytovala na

25 % lalokov. TZ typ Grade-2 sme pozorovali naj¢astejSie — na 41.7 % lalokoch, Obr.1. Najzriedkavejsi

typ TZ — Grade-3 sa vyskytoval na 8.3 % lalokoch, Obr. 3C. Na pravej strane sa najcastejsie vyskytoval

TZ typ Grade-2 — na 50 % lalokoch, Obr.1. Iné typy TZ (Grade-o, Grade-1, Grade-3) sa vyskytovali s
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rovnakou frekvenciou — na 16.7 % lalokoch. Na lavej strane sme nezaznamenali ziadny pripad TZ s
typom Grade-3. Grade-o az Grade-2 mali kazdy rovnaky vyskyt na lavej strane —na 33 % lalokov. Pocas
pitiev sme zaznamenali 2 kadavery (33.3 % kadaverov), ktoré mali TZ rovnakého typu z pravej (Grade-
2) a lavej strany (Grade-2), Tab. 2. Zvysné dve tretiny kadaverov mali odlisné typy TZ z kazdej strany.
Tabulka 2 predstavuje velkost kazdého TZ nameraného pocas pitiev v tvari PrV x PoV, kde PrV je
prie¢na velkost TZ uvedend v milimetroch, PoV je pozdizna velkost TZ uvedena v milimetroch. Na
zaklade tabulky 2 sme porovnali velkost priecnej osi TZ v paroch a zistili sme, Ze velkost TZ na pravej
strane prevlada nad velkostou TZ na lavej strane u polovici kadaverov. V 33.3 % pripadoch priecna
velkost TZ na lavej strane bola vacsia ako na pravej strane. Len v jednom pripade (16.7 %) velkost

prienej osi TZ na pravej a na lavej strane boli rovnaké.

Tabulka 3. PolohaTZ (smerapexu TZ)

Prava strana Lava strana
Kadaver1 |absentuje N/I
Kadaver2  |retroezofagealne dorzdlne
Kadaver3  |dorzdlne dorzomedialne
Kadaver 4 dorzalne N/I

dorzalne

Kadavers  |dorzalne absentuje

dorzomedialne
Kadaver6  |N/I absentuje

Legenda

absentuje—TZ Grade-o, N/I-neidentifikovatelné umiestnenie TZ (vSetky
TZ Grade-1)

Urcili sme umiestnenie TZ a smer jeho apexu v polovici celkového poctu stran: na 4 pravych a 2 favych
stranach, Tab. 3. Na ostatnych stranach sa nedalo urcit presne umiestnenie TZ z dévodu nizkej
kategorii TZ (Grade-o a Grade-1). V 50 % stran sa vyskytovala dorzalne umiestnenie TZ, Obr.1,2.V
33.3 % pripadov sme pozorovali dorzomedialne postavenie TZ, smerujuce k zliabku medzi tracheou a
ezofagom (tracheoezofagealny Zliabok), Obr.3C. Retroezofagealny TZ bol zaznamenany v 1 pripade
(16.7 %). Na Ziadnej strane sme neidentifikovali dorzolateralne umiestnenie TZ (o %).

V nasej studii sme pozorovali TZ atypickej morfoldgie na troch stranach: a) na jednej strane sa
nachadzal unilobarny TZ sdvoma apexmi, b) na dvoch stranach boli pritomné bilobarne TZ

s hrbol¢ekmi rovnakych alebo roznych kategérii (Grade-1 az Grade-3).
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V jednom pripade sme pozorovali TZ na lavej strane, ktory pozostaval z kranialneho a kaudalneho
hrbolceka, Obr.2. Taky TZ bol povaZovany za unilobarny TZ z dévodu pritomnosti spojenia medzi
dvoma hrbol¢ekmi (okraj TZ skér pripominal vinu). Prie¢na dizka takého unilobarneho TZ k jeho
kranialnemu apexu siahala do dizky 7.5 mm. Kaudalny apex TZ sa nachadzal vo vzdialenosti 9.5 mm
od MPGT. PozdiZna vyska celého TZ siahala do dizky 23 mm. Cely TZ smeroval dorzalne.

Pocas pitvy pravej strany jedného kadavera sme zaznamenali dva samostatne nespojené hrbolceky —
dva TZ, pricom obidva zodpovedali kategorii Grade-2. Taky TZ bol povazovany za bilobarny TZ
s dvoma nespojenymi hrbolc¢ekmi. Kranialny hrbol¢ek mal rozmer 7 x 212 mm, kaudalny — 8 x 10 mm.

Apexy obidvoch hrboléekov smerovali dorzalne.

Obrazok 3A. Lateralny pohlad,
prava strana.
TZ

Bilobarny s dvoma

nespojenymi hrbolcekmi.
Grade-2 kranialny hrbolcek (zIta
azelena farba). Prie¢na os g
mm, pozdizna os 18 mm. TZ
umiestneny dorzalne. Modra
miesto

hviezda ukazuje

umiestnenie kaudalneho
hrbolceka, ktory je prekryty
inymi anatomickymi

StruktUrami.

Legenda

Obrazok 3B. Kranialny pohlad,

prava strana.

Bilobarny TZ sdvoma
nespojenymi hrbolcekmi.

Lateralny lalok SZ aTZ (Zlta
azelena farba) su odklopené
kaudalnym smerom. Vidime
medialnu plochu SZ. Kaudalny
hrbolcek je prekryty

anatomickymi Struktdrami.

Obrazok 3C. Kranialny pohlad,
prava strana.

Bilobarny TZ sdvoma
jednotlivymi nespojenymi
hrbol¢ekmi. Vidime medialnu
plochu SZ. Grade-3 kaudalny
hrbol¢ek (oranzova amodra
farba). Prie¢na os 12 mm,
pozdizna os 12 mm. Hrbolek
umiestneny  dorzomedialne
v zliabku medzi tracheou a

ezofagom. Kranialny hrboléek

(zZlta azelena farba) je
odklopeny do strany aby
ukazat smer apexu

kaudalneho hrboléeka.
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Is. —isthmus, LD — lobus dexter, LS — lobus sinister, mm.IH — mm.infrahyoidei, TZ — tuberculum
Zuckerkandli, ACC - a.carotis communis, VJI — v.jugularis interna, zlta farba — apex kranialneho TZ,
zelena farba — okraj kranialneho TZ, biela preru$ovana ipka — pozdizna os TZ (PoO velkost), biela
neprerusovana Sipka — priecna os TZ (PrO velkost), modra hviezda — nevypitvany kaudalny TZ,

oranzova farba — apex kaudalneho TZ, modra farba — okraj kaudalneho TZ.

Podobnu morfologicku varidciu ako bilobarny TZ s dvoma hrbol¢ekmi sme nasli u iného kadavera na
pravej strane, kde sme tiez pozorovali dva nezavisle nespojené hrboléeky, ktoré sme priradili k dvom
roznym kategdriam na zaklade nameranych rozmerov, Obr. 3A-C. Kranidlny hrbolcek zodpovedal
kategorii Grade-2 a meral 9 x 18 mm, Obr.3A. Apex smeroval dorzadlne. Kaudalny hrbolcek bol
priradeny ku kategdrii Grade-3 z dévodu dizky prie¢nej osi, ktorad presahovala 10 mm, Obr.3C.
Kaudalny hrbolcek meral 12 x 12 mm, jeho apex smeroval dorzomedidlne a lezal v zliabku medzi

tracheou a ezofagom.

Diskusia

V nasej kadaverickej studii sme zistili vyskyt TZ na 75 % lalokov. V inych kadaverickych
studiach bola dand anatomicka Struktura zaznamenana v 68.75 % (Yalcin et al., 2009) a v 83 % lalokov
(Won et al., 2017). Pre porovnanie, niektoré chirurgické studie tiez referovali podobnu frekvenciu
vyskytu TZ: 63 % (Gauger et al., 2001), 76.92 % (Pelizzo et al., 1998), 79.38 % (Rajapaksha et al., 2015),
79.48 % (Gil-Carcedo Safnudo et al., 2012). Z iného pohladu jedna chirurgicka Studia zaznamenala TZ
len na7% lalokoch (Page et al., 2009). V inej CT studii bol identifikovany TZ na 81.34 % lalokov (Lee et
al., 2012). Prehladova studia po analyze Siestich kadaverickych studii popisala vyskyt TZ v rozsahu 59
% az 100 % s priemernou prevalenciou 84 %, kym priemerny vyskyt TZ v devdtnastych chirurgickych
studiach dosahoval frekvenciu 69 %. Po sumarizacii vsetkych studii (26 studii, 4271 lalokov)
predstavoval priemer vyskytu TZ 76.5 % (Viveka, 2018).
Kadavericka Studia, ktora zahfmala 5o kadaverov s pomerom muzi: Zeny = 2 : 3, identifikovala Castejsi
vyskyt TZ u Zien (49 % lalokov) ako u muzov (34 % lalokov) (Won et al., 2017). V naSej studii sme tiez
potvrdili frekventovanejsi vyskyt TZ na lalokoch SZ u Zien ako u muZov (bez Statistickej signifikancie),
ale zdovodu nerovnomerného pomeru kadaverov vzhladom na pohlavie (muzi : Zeny = 5:1)
a mensieho suboru kadaverov (n = 6). Vysledok je mozne esSte spresnit zvySenim celkového poctu
kadaverov a vyrovnanim pomeru pohlavia. Na druhej strane, dalSia kadaverickd Studia s vacsim
suborom tiez nepotvrdila ziadnu Statisticku signifikanciu vo vyskyte TZ medzi pohlaviami (Yalcin et
al., 2009).
Po analyze vysledkov z pitiev v nasej stUdii sme zaznamenali prevalentny vyskyt TZ na pravej strane

(41.67 %) v porovnani s lavou stranou (33.3 %). Bilateralne TZ sme pozorovali u 50 % kadaverov.
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Vadsina predchadzajucich Studii (vratané kadaverickych, chirurgickych a CT) tiez referovala castejsi
vyskyt TZ na pravej strane ako na lavej strane (Lee et al., 2012; Pelizzo et al., 1998; Sheahan and
Murphy, 2011; Won et al., 2017). V stUdii Mehanna a kol. tiez zaznamenali Castejsi vyskyt TZ na pravej
strane (72.6 %) ako na lavej strane (53.9 %). Okrem toho v spomenutej Studii bola preukazana aj
Statisticka signifikancia vo vyskyte TZ vzhladom na jeho umiestnenie, p = 0.003 (Mehanna et al., 2014).
Ina chirurgicka Studia detegovala 84.84 % pravostrannych TZ a 73.95 % lavostrannych TZ. Bilateralne
TZ sa vyskytoval u 23.8 % kadaverov (Gil-Carcedo Sainudo et al., 2012). V porovnani s poslednou
spomenutou Studiou, ind chirurgicka studia preukazala podobny vyskyt TZ na pravej aj na lavej strane
(88 % a 71 %, resp.), ale zaznamenala vyssiu frekvenciu vyskytu TZ bilateralne (69 %). Okrem toho,
autori studie zistili, ze TZ absentoval na obidvoch stranach u 10 % pacientov. Z iného hladiska v dalSej
anatomickej studii bola zaznamenana opacna tendencia vyskytu TZ: dana anatomicka Struktura sa
vyskytovala CastejSie na lavej strane (53.75 %) ako na pravej strane (46.25 %) (Yalcin et al., 2009).

Na zaklade originalnej klasifikacie Pelizzo (Pelizzo et al., 1998), ktora bola pouzita v nasej studii, sme
zistili Castejsi vyskyt TZ Grade-2 (41.7 % lalokov), v porovnani s Grade-1 (25 % lalokov) a Grade-3 (8.3
% lalokov). TZ neboli zaznamenané (absentovali) na 25 % lalokov. Podobna tendencia vysledkov bola
popisana v anatomickej Studii Yalcin a kol., v ktorej bol TZ kategdrie Grade-2 pozorovany najcastejsie
(56.25 % lalokov) v porovnani s ostatnymi typmi TZ (v zostupnom poradi): Grade-1 (20 % lalokov),
Grade-3 (12.5 % lalokov), Grade-o (11.25 % lalokov) (Yalcin et al., 2009). DalSia chirurgicka $tudia tiez
potvrdila ¢astejSiu tendenciu vyskytu Grade-2 TZ (53.85 % lalokov), aj ked ostatne kategdrie TZ mali
odlisnu prevalenciu vyskytu (v zostupnom poradi): Grade-o (23.08 % lalokov), Grade-3 (14.42 %
lalokov), Grade-1 (8.65 % lalokov) (Pelizzo et al., 1998). Z iného hladiska, v dalsia chirurgickej Studii
Rajapaksha a kol. popisali Castejsi vyskyt Grade-1TZ (36.25 % lalokov) v porovnani s Grade-2 (30.63 %
lalokov) a Grade-3 (12.5 % lalokov). TZ absentoval v 20.63 % lalokov (Rajapaksha et al., 2015).
Frekventovany vyskyt Grade-2 TZ (37 % lalokov) sa tiez potvrdil v $tudii Sheahan a kol., v ktorej bola
predstavena modifikovana kategéria TZ Grade-o/1 (popisana ako nerozpoznatelhy/absentujuci TZ) s
vyskytom u 29 % lalokov. Grade-3 TZ pozorovali v 24 % lalokov. V g % lalokov sa nedalo zhodnotit
kategdriu TZ (Sheahan and Murphy, 2011).

Pocas hodnotenia umiestnenia TZ a jeho apexu sme uvaZzovali nad polohou apexu vzhladom na lalok
SZ z ventralneho pohladu na krk, resp. SZ. Hodnotili sme TZ len z kategdrii Grade-2 a Grade-3.
Polovica apexov TZ smerovala dorzalne, priblizne 33.33 % apexov TZ siahali do tracheoezofagealneho
zliabku. Najmenej casto sme sa stretli sretroezofagedlne ulozenym apexom TZ (16.67
9%).Pre porovnanie, chirurgicka Studia Gauger a kol. stanovila najcastejsi vyskyt lateralne ulozeného
TZ a jeho apexu (61.9 %). Dorzomedidlny smer apexu siahajuci k tracheoezofagealnemu Zzliabku sa
vyskytoval na 26.98 % lalokov. Dorzalny a retroezofagealny smer apexu TZ boli zaznamenané menej

Casto (6.35 % a 4.76 %, resp.) (Gauger et al., 2001). V inej chirurgickej Studii bola popisana najvacsia
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frekvencia polohy apexu v tracheoezofagealnom smere (70.32 % TZ), kym retroezofagealne ulozenie
apexu TZ bolo pozorované len niekolko krat (Gil-Carcedo Safiudo et al., 2012). V niektorych dalSich
Studiach sa hodnotilo ulozenie TZ a jeho apexu z inej perspektivy: a) dorzomedialne, b) dorzomedialne
kranialne, c) dorzomedialne kaudalne (Gil-Carcedo Safudo et al., 2012; Won et al., 2017).

V nadej $tudii sme neanalyzovali priemery prie¢nej a pozdiZnej osi TZ, ani neuvadzali rozsahy danych
parametrov zdovodu mensieho suboru, Tab.2. Chirurgicka studia referuje priemer velkosti TZ 9.3 mm
(zodpoveda Grade-2) arozsah velkosti TZ 3az 40 mm s medidnom 8 mm (Sheahan and Murphy, 2011).
Vo vysledkoch inej étudii bol definovany priemer prieénej osi 11 mm (rozsah 8 — 31 mm) a pozdizne;
0si 9 mm (rozsah 6 -27 mm) (Gil-Carcedo Safiudo et al., 2012). Dalia chirurgicka $tudia Mehanna a kol.
poskytla priemer velkosti TZ jednotlivo pre kazdu stranu: priemerna velkost TZ z pravej strany siahala
ku11.2 mm, a z lavej strany ku 7.5 mm. Okrem toho bolo zhodnotené, Ze TZ z pravej strany boli vacsie
ako zlavej strany u 61.72 % pacientov, mensie z pravej ako zlavej strany u14.06 % pacientov a
rovnaku velkost mali u 24.22 % pacientov (Mehanna et al., 2014). V nasej studii sme mali podobnu
tendenciu prevalencie velkosti pravych TZ nad lavymi TZ na zaklade klasifikacie Pelizzo (50 %
kadaverov), ale u 33.3 % kadaverov sme zaznamenali rovnaku velkost pravého a lavého TZ. Vo zvysku
lalokov bol favy TZ vacsi ako pravy TZ.

V nasej Studii sme detegovali jeden pripad unilobarneho TZ s dvoma mensimi apexmi a dva pripady s
dvoma TZ na jednom laloku (tzv. bilobarne TZ). Vyskyt bilobarneho TZ (4.7 %) bol spomenuty v
chirurgickej studii, sice frekventovanejsie boli unilobarne TZ — viac ako 90 % (Mehanna et al., 2014).
Odlisne vysledky medzi predkladanou Studiou a predchadzajucimi Studiami mézu byt vysvetlené
odliSnou metddou kalkulacie vyskytu TZ (z celkového poctu lalokov, z celkového poctu TZ, z poctu TZ
na pravej/lavej strane a pod.) alebo priradenia TZ k urcitej kategorii podla klasifikacie Pelizzo (Pelizzo
et al., 1998): v niektorych studiach boli kategdrie TZ skombinované a tak sa hodnotili ako jeden typ
TZ, napr. Grade-o/1 (Mehanna et al., 2014; Sheahan and Murphy, 2011), alebo Grade-o/1/2 (Gauger et
al., 2001). Okrem toho odlisné alebo nerovnomerné pomery muzov a zien v subore diskutovanych
studii mohli ovplyvnit aj vysledky ako aj naslednu Statisticky analyzu. Taktiez je dolezite aj
zohladnenie poctu vzoriek (kadaverov, pacientov, lalokov a pod.) v sUbore.

Presnost hodnotenia celkového vyskytu TZ, ako aj jeho typu podla klasifikacie Pelizzo mohla byt
ovplyvnena aj technickym vybavenim/osvetlenim/pouzivanim inStrumentov prianatomickych pitvach
a chirurgickych zakrokoch. Spomenuté podmienky a pomocky mohli spresnit alebo skreslit
hodnotenie pritomnosti TZ na lalokoch SZ, ich typu a velkosti, kedZe hladanie aidentifikacia TZ

v niektorych pripadoch vyzaduje preciznu pracu.
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Zaver

TZ je morfologicky variabilna Struktura, ktord je délezitym chirurgickym orienta¢nym bodom
pre identifikaciu a zachovanie priebehu NLR pocas operacnych zékrokov. Na zaklade danej Studie bolo
zistené ze TZ sa moze vyskytovat u kazdého jedinca aspon z jednej strany. Celkovy vyskyt TZ
prepocitany na pocet lalokov dosahuje 75 %. Najcastejsie sa vyskytuje z pravej strany. V nasej studii
boli pozorované mozne anatomické variacie v morfoldgii TZ ako unilobarny TZ s jednym apexom
(najfrekventovanejsi TZ), unilobarny TZ s dvoma apexmi (tvar TZ pripominajuci vinu) a bilobarne TZ
(dva jednotlivé nespojené TZ na jednom laloku). Dané vedomosti mézu byt aplikované pocas
operacnych zakrokov na krku a predstavuju dolezity faktor pre ich UspeSny priebeh spojeny s
minimalnym rizikom poskodenia NLR a vyvolania pooperacnych komplikacii spojenych s recou a

dychanim.

Podakovanie
Dakujeme darcom a ich rodindm za moznost rozvoja vyskumu v oblasti anatémii. Vysledky studie
prispievaju k zvySeniu presnosti hodnotenia anatomickych Struktir v operacnom poli pocas

chirurgickych zakrokov na krku.
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Abstrakt

Sekvenovanie génu pre von Willebrandov faktor (vWF) prinieslo novy pohlad na fyzioldgiu vVWF ako aj
na jeho patofyzioldgiu v kontexte von Willebrandovej choroby (vWCH). Za 30 rokov odkedy bola
popisana sekvencia VWF génu bolo identifikovanych takmer 600 mutacii a mnozstvo
patomechanizmov, ktoré prispievaju k vzniku vVWCH. Identifikacia mutacii, u pacientov s vVWCH
pomaha pochopit pric¢inu redukovanej plazmatickej koncentracie alebo nespravnej funkénej aktivity
VWF a vysvetlit vztah medzi identifikovanym genotypom pacienta s VWCH a jeho fenotypom,
klinickymi prejavmi ochorenia v zmysle vyskytu krvacavych prejavov a ovplyvnenia jednotlivych
laboratdérnych parametrov.

Klucové slova: von Willebrandova choroba, von Willebrandov faktor, genetické testovanie, mutacia
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Uvod

von Willebrandova choroba (VWCH) predstavuje najcastejSie vrodené krvacavé ochorenie. Na
zaklade literarnych zdrojov je odhadovana prevalencia tohto ochorenia v populacii asi 1 %. Avsak
realistickejSia prevalencia, zalozenda na pocte symptomatickych pacientov v medicinskych
zariadeniach sa pohybuje okolo 0,05 % (Favaloro et al., 2016). Prevalencia pacientov s vVWCH zalozend
na pocte symtomatickych pacientov sledovanych v Specializovanych centrach v Slovenskej republike
je udavana ako 11,2 pacientov na 100 0oo obyvatelov. V roku 2017 bolo v Narodnom registri vrodenych
krvacavych ochoreni na Slovensku zaevidovanych 610 pacientov s diagnézou vVWCH (Kubisz et al.,
2018).

Pri¢inou vzniku vVWCH je vrodeny defekt koncentracie, struktury alebo funkcie vVWF. Celkovy
deficit a funkéné poruchy mézu byt spOsobené znizenou/chybnou syntézou alebo zrychlenym
odburavanim vWF v krvnom riedisti. Désledkom tohto defektu je nedostatocna tvorba primarnej
trombocytarnej zatky, a taktiez sa znizuje plazmatickd koncentracia koagulacného faktora FVIII,
pretoze nie je chraneny pred degradaciou proteazami (Penka, 2011). vWF je nachylny na kvantitativne
a heterogénne Sstrukturalne a funkcéné poruchy. V sucasnosti platna klasifikacia navrhnutd
subkomisiou pre VWCH Medzinarodnej spolocnosti pre trombdzu a hemostazu (International Society
on Thrombosis and Hemostasis) zalozend na hodnoteni pritomnosti vVWF v plazme rozdeluje vWCH
na 6 typov 1, 2A, 2B, 2N, 2M, 3. Typy 1 a 3 sU kvantitativne deficity a typ 2 so Styrmi podtypmi
predstavuju kvalitativne defekty vVWF (Smejkal,2008; Kubisz a kol. 2006).

Velku variabilitu moézeme pozorovat aj vo forme a intenzite krvacavych prejavov,
laboratérnom naleze a v genotype pacientov s VWCH. Miera a intenzita krvacavych prejavov u
pacientov s VWCH zavisi od stupnia poskodenia vVWF, od typu a zavaznosti defektu. vVWCH je typicka
pritomnostou krvacania zo sliznic, nosa, menoragiou ¢i nadmernym krvacanim po pérode. Menej
Casto sa vyskytuje krvacanie z traviaceho traktu a u tazsich defektov, kedy je sekundarne znizena aj
plazmaticka koncentracia FVIII, sU pritomné svalové hematomy ¢i hemartros (Stasko et al., 2016).
Diagndzu a klasifikaciu tohto ochorenia nie je mozné stanovit na zaklade jedného diagnostického
testu. Je potrebné realizovat panel skriningovych, Specifickych a diskriminacnych testov, ktorych
ciefom je odlisit kvalitativny a kvantitativny defekt vVWF a spolahlivo urcit podtyp vVWCH. Uréenie
spravnej diagndzy a typu VWCH je klucové a ovplyvni cely dalsSi manazment pacienta.

VWCH je vo vdcsine pripadov spbsobend mutaciami v géne pre vVWF, ktory sa nachadza na
kratkom ramienku chromozému 12 v pozicii 12p13.31 s celkovou dizkou 178 kb. Identifikacia mutcii
v géne pre VWF u pacientov s VWCH pomaha pochopit pri¢inu redukovanej plazmatickej koncentracie
alebo nespravnej funkcénej aktivity VWF. Genetické testovanie pacientov s vrodenymi krvacavymi

poruchami hemostazy na Slovensku nie je rutinnou sucastou diagnostického procesu,
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napriek tomu moze poskytnut Specifickejsiu diagndzu. Jeho 52 exdnov koduje protein zlozeny z 2813
aminokyselin (James PD, Goodeve AC, 2011). Produkt génu VWF pozostava z presne usporiadanych
opakujucich sadomén. Domény s ulozené v poradi D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-Cs- C6-
CK. V tychto doménach su lokalizované vazobné miesta pre jednotlivé ligandy a su zodpovedné za
funkcie vWF (obr. 1).

Okrem toho bol u ludi na chromozdédme 22 lokalizovany aj parcialny pseudogén VWF génu,
ktory predstavuje jeho nefunkénu duplikaciu v rozpati exénov 23 az 34. Sekvencia pseudogénu
vykazuje 97 % podobnost so sekvenciou autentického VWF génu (Baronciani et al., 2017).

Za viac ako 35 rokov, odkedy bol popisany VWF gén, boli v jeho sekvencii objavené a popisané
stovky mutdcii. V databaze medzinarodnej spolo¢nosti pre trombozu a hemostazu (Scientific and
Standardization Committee of the International Society on Thrombosis and Haemostasis ISTH-SSC
vWF Online Database) bolo doteraz zaevidovanych 589 mutacii v géne pre vVWF, hoci je zname, ze nie
vSetky publikované mutacie su v tejto databaze zahrnuté. Vadsina identifikovanych mutacii su
missense mutacie, malé delécie/inzercie, zostrihové a nonsense mutacie v kodujucej oblasti,
promotore a miestach zostrihu (Zolkova et al., 2020).

Vyznam genetického testovania pri vVWCH

V poslednych rokoch bol vyznam genetického testovania ¢asto diskutovany. Aky je vyznam
genetického testovania v rutinnej diagnostike? Je genetické testovanie benefitom u vSetkych
pacientov s VWCH? Vo vseobecnosti prevlada nazor, ze ak sU dostupné vsetky laboratorne testy,
genetické testovanie na skrining mutacii moze len potvrdit fenotyp pacienta. Na druhej strane, ak
niektoré z tychto fenotypovych vysetreni nie je dostupné, potom identifikacia kauzalnej mutacie
moze byt pre stanovenie pacientovej diagnozy klicova (Baronciani et al., 2017). Genetické testovanie
pri VWCH ma najvacsi vyznam pre potvrdenie typu 2 VWCH. Vadsina mutacii pri type 2 VWCH je
lokalizovanych v exdnoch 18 az 24 (typ 2N) a v exone 28 (typ 2A, 2B, 2M), ¢o v tychto pripadoch
umoznuje priamu analyzu DNA. V pripade znizenych hladin FVIII, najma u muzov, je potrebné odlisit
hemofiliu A od typu 2N vWCH. Identifikacia, ktora porucha je pritomn3, a teda typ dedicnosti je
nevyhnutny pri predpovedani rizika krvacania u c¢lenov rodiny a moze ovplyvnit vyber liecby.
Geneticka analyza exdénov koédujucich domény D'- D3 VWF a génu F8 v pripade potreby moéze
identifikovat mutaciu (mutacie) a umoznit diferencidlnu diagnostiku. Pri type 3 vVWCH moze byt
prenatalna, pripadne postnatadlna genetickad analyza uzito¢na pri posudzovani rizika ovplyvnenia
buducich potomkov (Baronciani et al., 2017). Genetické testovanie sa pri type 1 VWCH robi menej
Casto, pretoze vyzaduje sekvenaciu celého VWF génu a k odhaleniu kauzalnej mutacie dochadza len
v mensom pocte pripadov. Podla vysledkov multicentrickych studii, az u 35 % pacientov s typom 1
VWCH nebola identifikovana ziadna kauzalna mutacia v géne pre vVWF. SuU to zvycajne pripady s

miernou formou vWCH.
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Pacienti a metody

Do Studie, ktorej cielom bolo sledovanie vztahu medzi laboratérnym fenotypom a genotypom u
pacientov s VWCH boli zaradeni pacienti s laboratdérne potvrdenou diagnézou vWCH. U vietkych
pacientov boli vNarodnom centre hemostazy atrombdzy (NCHaT) na Klinike hematoldgie
a transfuzioldgie JLF UK a UNM realizované vysetrenia zakladnej a Specialnej hemostdazy na skrining
VWCH. Zaradenym pacientom bola realizovana sekvenacia génu VWF na principe sekvenovania novej
generacie. Prostrednictvom aplikacie DesignStudio TM (lllumina, USA) bol nadizajnovany vlastny
navrh panelu pre sekvenovanie DNA vyuzivajuci amplikénovu technoldgiu (AmpliSeq for Illumina).
Panel bol nadizajnovany tak, aby pokryval sekvenciu vetkych 52 exdnoyv, intrénovu sekvenciu o dizke
25 bp po oboch stranach kazdého exdnu, a taktiez aj 5°a 3'neprekladané oblasti (UTR) VWF génu.
Sekvenacia vzoriek prebiehala na pristroji MiSeq (lllumina, USA). Varianty identifikované pomocou
NGS analyzy sme verifikovali pomocou Sangerovej metody sekvenovania. U pacientov, kde sme
pomocou NGS sekvenovania neidentifikovali kauzalnu mutaciu sme realizovali MLPA analyzu
pouzitim komercného kitu SALSA MLPA probemix Po11-Po12 VWF (MRC Holland, Holandsko).
Genetické testovanie pacientov bolo realizované v Martinskom centre pre biomedicinu BioMed,
Martin a na Ustave molekulovej bioldgie a genomiky JLF UK. MLPA analyza bola vykonana v Ustave

hematologie a krevni transfuze v Prahe.

Vysledky - kazuistiky
Kazvuistika ¢.1:

Prvou pacientkou je Zena narodena v roku 1986 odoslana do NCHaT spadovym hematolégom
pre diferencialnu diagnostiku znizenej funkcnej aktivity FVIII (FVIII:C 0,257 IU/mI N: 0,60-1,50 [U/ml).
V osobnej anamnéze pacientka nepopisovala Ziadne krvacavé prejavy, taktiez rodinna anamnéza bola
na vyskyt krvacavych prejavov negativna. V Case realizacie laboratornych vysetreni bola pacientka v
12. tyzdni gravidity. V laboratérnom naleze (tab. 1) mala znizent funkénu aktivitu FVIII, no funkéna
aktivita aj hladina antigénu VWF bola v norme. Takyto laboratérny nalez by mohol svedcit pre typ 2N
VWCH, ale aj pre miernu formu Hemofilie A. Cielom genetického testovania teda bolo sekvenovanie
génu VWF na potvrdenie typu 2N vWCH. Zaroven bola pacientka odoslana do genetickej ambulancie
za UCelom vylucenia prendsacstva Hemofilie A. Genetickou analyzou sme u pacientky vo VWF géne
identifikovali missense mutaciu p.Arg854GIn v homozygotnom stave, co podporuje diagnozu typu
2N vWCH.

Odlisenie fenotypovo podobnych ochoreni, ako je typ 2N vWCH a Hemofilia A je ¢asto mozné
az na zaklade genetického testovania. Identifikacia, ktora porucha je pritomn3, a teda typ dedi¢nosti

je nevyhnutny pri predpovedanirizika krvacania u ¢lenov rodiny a mo6ze ovplyvnit vyber
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liecby. Pacienti odoslani na geneticky analyzu 2N vVWCH maju ¢asto len malu alebo Ziadnu rodinnu
anamnézu krvacania alebo histériu, ktora nie je jednoznacne v sulade s dedi¢nostou X-viazanej
recesivnej hemofilie A alebo autozomalnej recesivnej 2N vWCH. Genetickd analyza exdénov
koédujucich domény D’- D3 VWF a F8 v pripade potreby méze identifikovat mutaciu (mutacie) a
umoznit diferencialnu diagnostiku (Swystun LL, James PD, 2017).

Kazuistika ¢.2:

Druha kazuistika porovnava dvoch pacientov. Pacient 2 je muz narodeny v roku 1982, ktory je
dlhodobo sledovany v ambulancii NCHaT pre vyrazné krvacavé prejavy — Casté epistaxy, gingivoragie
a krvacania do laktovych a ¢lenkovych kibov, ktoré viedli k obmedzeniu flexie, extenzie a rotacie.
Pacient 3 je muz narodeny v roku 1969, taktiez dlhodobo sledovany v ambulancii NCHaT pre vyrazné
krvacania do kibov lakta a ¢lenka s obmedzenim hybnosti. Tabulka ¢.2 zobrazuje porovnanie
laboratornych nalezov tychto pacientov. U obidvoch pacientov suU pritomné takmer nedetekovatelné
koncentrcie a hodnoty funkénej aktivity VWF a s tym sUvisiace predizenie ¢asov zrazania a dalsich
laboratornych parametrov. Takyto laboratérny nalez je typicky pre pacientov stypom 3 vWCH,
no aj pre tazky formu typu 1 vVWCH. Odlisenie tychto dvoch podtypov je mozné na zaklade
genetického testovania. U pacienta 2 sme v géne VWF identifikovali dva kauzalne varianty —
heterozygotnu deléciu C v exdne 18 (c.2435 delC) a heterozygotnu deléciu exdnov 1-3 VWF génu, ¢o
sveddi pre typ 3 VWCH, ktory je typicky autozomalne recesivnou dedi¢nostou. V pripade pacienta 3
sme ako jediny kauzalny variant identifikovali heterozygotnu deléciu C v exdne 18 (c.2435 delC), ¢o
svedci pre typ 1 VWCH, ktory je typicky autozomalne dominantnou dedi¢nostou.

Odlisenie typu 3 VWCH od tazkej formy typu 1 VWCH je potrebné z hladiska odliSnych
lieCebnych moZznosti tychto pacientov. Kym pacientom s typom 3 vVWCH je indikovana profylakticka
liecba koncentratmi vVWF/FVIII, pacienti s typom 1 VWCH su Casto lieceni v rezime on demand (Federici
AB, James P., 2012). Literatura uvadza, Ze vsuvislosti sniektorymi deléciami bol vzriedkavych
pripadoch (7,5-9,5 % pacientov) zaznamenany rozvoj aloprotilatok proti VWF u pacientov s
typom 3 vVWCH liecenych koncentratmi vWF. Genetické testovanie tychto pacientov moze teda
pomdct aj v hodnoteni rizika rozvoja aloprotilatok (Bowman et al., 2013).

Kazuistika ¢.3:

Tretia kazuistika predstavuje zenu narodenu v roku 1991, sledovany v NCHaT pre zvySenu
tvorbu modrin, gingivoragiu a menoragiu vyzadujicu substitUcie Zeleza. Tabulka 3 zobrazuje
laboratdrny nalez tejto pacientky. Na zaklade skriningovych testov (VWF:Ag, vVWF:Ac, FVIII:V) by bola
pacientka klasifikovana ako typ 1 vVWCH. Hodnoty vVWF:Ag a VWF:Ac su proporcionalne znizené a
pomer VWF:Ac/VWF:Ag je vyssi ako 0,6 ¢o sveddi pre kvantitativny defekt vWF. AvSak analyza

multimérov prekvapivo odhalila deficit multimérov s velkou aj strednou molekularnou hmotnostou.
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Abnormalny vzor multimérov je typicky pre kvantitativne podtypy vVWCH, ako napriklad typ 2A vWCH.
Genetickym testovanim sme u tejto pacientky odhalili mutaciu p.Trp1144Gly.

Tato mutacia je pri¢inou zmieSaného fenotypu, ktory sa laboratdrne prejavuje ako
dominantny typ 1 vVWCH s abnormalnymi multimérmi s typickymi znakmi podtypu 2A/IIE. Skupina
pacientov s podobnymi mutaciami bola oznacena ako typ 1/2E. Hlavnou pricinou zvySeného deficitu
VWF u pacientov s typom 1/2E vVWCH je zvyseny klirens vVWF z cirkulacie, pre ktory sveddi signifikantne
zvySeny pomer VWF:pp/VWF:Ag (Gadisseur et al., 2009). Genetické testovanie ma vyznam ajv pripade

nejasnych nalezov, kedy je na zaklade fenotypovych vysetreni obtiazne identifikovat podtyp vVWCH.

Diskusia a zaver

.....

stanovit diagndzu pacienta. No aj na zaklade nasich skusenosti je mozné demonstrovat, ze existuju
Specialne situacie, kedy genetické testovanie moze byt napomocné, dokonca v niektorych pripadoch
kldCové. Potrebny je individualny pristup, zaloZzeny na interakcii medzi lekarom, pacientom a
skusenym laboratériom, aby sa predislo chybnej klasifikacii vVWCH. Pri stanovovani diagnozy je
potrebné brat do Uvahy aj environmentalne faktory, ktoré vplyvaju na plazmatické koncentracie vWF.
Podobné Studie na velkej populacii pacientov s VWCH, ktoré popisuju vztahy medzi genotypom a

fenotypom na velkom pocte pacientov, poskytuju komplexné a unikatne data.
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Prilohy

Tabulka ¢.1.: Laboratdrny nalez pacientky ¢.1.

Parameter + referencnd hodnota Vysledok pacientky 1
APTT (25-365) 34,8
vWF:Ac (0,50-1,40 IU/ml) 0,75
vWF:Ag (0,60-1,50 [U/ml) 0,70
FVIII:C (0,60-1,50 IU/ml) 0,285
PFA COL/ADP ( 62-1005) 139
PFA COL/EPI (82-15055) 119
FVIII:INH (> BU) 0,00
VWEF:FVIIIB (20-100 %) 24,60
VWF:CBP (50-160 %) 138,7
LMW multiméry (12-15 %) 17
IMW multiméry (22-35 %) 28
HMW multiméry (47-70%) 49

Vysvetlivky: APTT — aktivovany parcidlny tromboplastikovy cas; VWF:Ac — funkéna aktivita vVWF;
VWF:Ag — koncentracia antigénu vVWF; FVIII:C — funkéna aktivita FVIIl, PFA COL/ADP — stanovenie
funkcie trombocytov s pouzitim cartridge s kolagénom a ADP; PFA COL/EPI - stanovenie funkcie
trombocytov s pouzitim cartridge s kolagénom a epinefrinom; FVIII:INH — titer inhibitora voci FVIII;
VWF:FVIIIB — vdzobna kapacita vVWF na FVIII; vWF:CBP - vdzobna kapacita vVWF na kolagén; LMW

multiméry — multiméry vWF s nizkou molekulovou hmotnostou; IMW multiméry - multiméry vVWF so
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strednou molekulovou hmotnostou; HMW multiméry - multiméry vVWF s vysokou molekulovou
hmotnostou

Obrézok 1. Struktura prekurzora faktora von Willebranda (VWF), jeho gén a pseudogén.
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VWF gén chromozém 12

~ R

23 34
pseudogén chromozém 22

Tabulka ¢.2.: Porovnanie laboratérnych nalezov pacientov 2 a3

Parameter + referencnd hodnota Vysledky pacienta 2 Vysledky
pacienta 3

APTT (25-365) 39,8 51,7
vWF:Ac (0,50-1,40 IU/ml) 0,01 0,01
vWF:Ag (0,60-1,50 [U/ml) 0,01 0,01
FVIII:C (0,60-1,50 IU/ml) 0,052 0,052

PFA COL/ADP ( 62-1005) >300 >300

PFA COL/EPI (82-1505) >300 >300
VWF:CBP (50-160 %) 0,159 0,12

Cas krvacania — Duke (2-5 min) >10 >10

Tabulka ¢.3.: Laboratorny nalez pacientky ¢.4.

Parameter + referencnd hodnota Vysledok pacientky 4
APTT (25-365) 39,7

vWF:Ac (0,50-1,40 1U/ml) 0,16

vWF:Ag (0,60-1,50 [U/ml) 0,13

FVII:C (0,60-1,50 IU/ml) 0,342
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PFA COL/ADP ( 62-1005) >300
PFA COL/EPI (82-1505) 236
LMW multiméry (12-15 %) 17
IMW multiméry (22-35 %) 18
HMW multiméry (47-70%) 37
Cas krvacania — Duke (2-5 min) 4,5
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Zmeny mikrocirkulacie v psoriatickych léziach

KunertovalL.
Ustav anatdmie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,

Univerzita Komenského v Bratislave

Abstrakt

Nasa publikacia prinasa informacie o mikrocirkulacii, o jej vyvoji a zmenach v zdravej ale aj
patologicky zmenenej kozi, o expresii hlavnych rastovych faktorov stimulujucich angiogenézu

a lymfangiogenézu. Vedomosti o Ulohe mikrocirkulacie, angiogenézy a lymfangiogenézy

v chronickom zapale a inych patologickych léziach a ich ovplyvanie nam ponukaju moznosti nového

terapeutického smerovania.

Uvod

Psoriaza je primarne zapalové ochorenie koze s akUtno — exantematickym alebo chronicko —
stacionarnym priebehom na zdklade genetickej predispozicie. Etiopatogenéza tohto ochorenia je
multifaktorialna a nie je celkom jasna. Vo velkej miere ku vzniku a rozvoju prispievaju genetické
predispozicie spojené s roznymi endogénnymi a exogénnymi faktormi (Buchvald et al., 1992, Braun-
Falco et al., 2001) Pri tomto ochoreni dochddza k vyznamnym zmenam v mikrovaskulature.
Mikrovaskularne zmeny sa vyskytuju uz v skorych fazach vyvoja psoriatickych |ézii (Creamer et al.,
2002) a sU pritomné iba na cievach povrchovej spleti — plexus subpapillaris (Creamer, 1997). Kapilarne
zmeny samotné sice nie su pricinou vyvoja psoriatickych lézii, ale vyrazne ovplyviuju klinické prejavy
ochorenia a pretrvavanie psoriatickych lézii (Hern et al., 2001). Proliferaciu plexus subpapillaris v
psoriatickych léziach opakovane potvrdili viaceré Studie (Braverman, 1972; Braverman et Yen, 1974,
19773, 1977b; Barton et al., 1992; Creamer et al., 1997; 2002). V psoriatickych léziach dochadza k
nadmernej angiogenéze a lymfangiogenéze. Tieto novovytvorené cievy su dilatované, predizené a
maju klukaté alebo Spirdlovité usporiadanie v pars papilaris dermis. Typickym znakom je zvySena
permeabilita ciev. Taktiez endotelové bunky vykazuju zvySenu permeabilitu, o vedie k uUniku
plazmatickych proteinov do tkaniva a vzniku edému. Dochadza k stratifikacii endotelovych buniek a
hyperplazii pericytov, ¢o podporuje vaskularnu remodelaciu.
Podoplanin (PDPN) je glykoprotein exprimovany na povrchu lymfatickych endotelovych buniek,
fibroblastov a niektorych imunitnych buniek. Zohrava dolezity ulohu v lymfangiogenéze. V kontexte
psoridzy sa skuma jeho Uloha pri regulacii lymfatického systému, aktivacii imunitnej odpovede a

rozvoji chronického zdpalu. Studie (Asai, 2022, Quintanilla et al., 2019) preukazali, Ze hladina
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podoplaninu je vyrazne zvysenad v koznych lézidch pacientov so psoridzou. Tato expresia je vyraznd v
lymfatickych endotelovych bunkach. KedZze PDPN je marker tvorby lymfatickych ciev, jeho zvysena
expresia naznacuje zvysenu lymfangiogenézu. Tiez vo fibroblastoch bola dokazana zvySena expresia
PDPN, ¢o mo6ze podporovat fibrotizaciu koze a interakcie s imunitnym systémom. Podoplanin
zohrava Ulohu pri migracii a aktivacii imunitnych buniek v psoriatickych plakoch. Je spojeny s
aktivaciou prozapalovych drah, ¢o vedie k perzistencii psoriatickych plakov. PDPN Podporuje
lymfangiogenézu, ale lymfatické cievy v psoriatickych loZiskach su casto dysfunkcné, o vedie k
nedostato¢nému odtoku zapalovych mediatorov. Stimuluje migraciu dendritickych buniek a T-
lymfocytov, ¢im zosilfiuje autoimunitny odpoved

Vaskularny endotelidlny rastovy faktor C (VEGF-C) je klucovy protein regulujuci lymfangiogenézu. V
poslednych rokoch sa zistilo, Z2e VEGF-C zohrdva déleZity Ulohu v patogenéze psoridzy. Studie
preukazali, ze hladiny VEGF-C sU vyrazne zvySené v koZzi pacientov. VEGF-C je produkovany
keratinocytmi, makrofagmi a T-lymfocytmi v psoriatickych loziskach, ¢o naznacuje jeho Ulohu v
udrziavani chronického zapalu. Jeho zvySena aktivita vedie k hyperplazii a dilatacii lymfatickych ciev,
¢o mbze ovplyvnit lymfaticky odtok a hromadenie zapalovych buniek.

Vaskularny endotelialny rastovy faktor receptor 3 (VEGFR-3) je dolezity receptor, ktory
sprostredkovava lymfangiogenézu. Aktivuje sa najma vazbou na VEGF-C a VEGF-D a je klucovy pre
spravnu funkciu lymfatického systému. V poslednych rokoch sa VEGFR-3 dostdva do popredia v
suvislosti s patogenézou psoriazy, najma pre svoju Ulohu v zapalovych procesoch a lymfatickej
dysfunkcii. VEGFR-3 je vyrazne zvySeny v endotelidlnych bunkach lymfatickych ciev v psoriatickej
lézii. Chronicky zapal vedie k hyperplazii a dysfunkcii lymfatickych ciev, ¢o spésobuje hromadenie
zapalovych buniek a mediatorov v koZzi. Je nadmerne aktivovany v désledku zvysenych hladin jeho
ligandov (VEGF-C a VEGF-D) produkovanych keratinocytmi, makrofagmi a T-lymfocytmi v

psoriatickych loziskach.
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Zaver
Ukazuje sa ako dolezity faktor v patogenéze psoridzy, najma v suvislosti s lymfangiogenézou,

aktivaciou fibroblastov a regulaciou zapalu. Jeho zvysena expresia v psoriatickych léziach naznacuje,
ze by mohol byt novym biomarkerom alebo terapeutickym ciefom pri vyvoji novych lieCebnych
stratégii. Vyskum v tejto oblasti pokracuje a moze priniest nové moznosti liecby pre pacientov so
psoriazou. VEGF-C je dalsi klucovy faktor v patogenéze psoridzy, ktory ovplyviiuje lymfangiogenézu,
imunitny odpoveda chronicky zapal. Hoci jeho presna Uloha este nie je Uplne objasnena. VEGFR-3 hra
taktiez klucovu Ulohu v patogenéze psoridzy, najma prostrednictvom lymfangiogenézy a regulacie
zapalovej odpovede. Hoci presna Uloha VEGFR-3 v psoridze este nie je Uplne objasnena, podobne ako
VEGF-C, ich modulacia signalizacie predstavuje potencidlny novy terapeuticky pristup, ktory by
mohol zlepsit zapalovu kontrolu a funkciu lymfatickych ciev v psoriatickej kozi.

Z uvedeného vyplyva, ze podrobné poznanie zmien mikrocirkulacie a faktorov, ktoré ju ovplyvnuju,

moze zasadnym spdsobom ovplyvnit rozvoj, priebeh ochorenia ale hlavne jeho terapiu.
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